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/Mitteilung aus dem chemische 


Zur Kenntnis der Trockenhefe. 


Von 


Harry Sobotka. 
Mit 2 Figuren im Text. 


n Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. November 1923.) 


Die Untersuchung der Vergarung von Zuckerlésungen 
durch Trockenhefe verspricht dank ihrer scheinbaren Mittel- 
stellung zwischen Zellgirung und zellfreier Girung zur Auf- 
klirung des Mechanismus alkoholischer Garungen beizutragen. 
Die folgenden Versuche sollen die quantitativen Verhiltnisse 
bei der Giarung mit Trockenhefe kennen lehren; ferner haben 
sie den Zusammenhang von Starke und Verlauf dieser Garung 
mit den Bedingungen zum Gegenstand, unter welchen die 
Trocknung stattfand. Deren Extreme, zwischen die zahlreiche 
Abstufungen eingeschaltet wurden, bildete einerseits langsame 
Trocknung bei normaler Temperatur, anderseits Behandlung 
mit einem so scharfen Tfockenmittel wie Aceton oder Kin- 
spritzung in einen heiBen Luftstrom. 

Girungen mit Trockenhete bieten ein typisches Bild: Nach 
Ablauf einer mehr oder minder scharf ausgeprigten Induktions- 
periode beginnt die Kohlendioxydentwicklung, sie steigt bis zu 
einem Maximum pro Zeiteinheit, welches sie bis zum Verschwinden 
der Hauptmenge des Zuckers beibehilt, Als nichstliegende 
Erklarung bietet sich die Annahme, daB die trockenen Zellen 
in der Zuckerlésung erst allmihblich ihre Girkraft wieder ge- 


winnen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie. CXXXIV. 
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2 Harry Sobotka, 


K. Abderhalden}), der Trockenhefegirungen mit noch 
langeren Induktionszeiten beschreibt, als hier beobachtet werden 
konnten, fiihrt diese Erscheinung auf das Aufleben und in Ry. 
weiterung dieser Erklirung auf das Sprossen der iiberlebendey 
Zellen zuriick. 

Aus den Girungskurven lassen sich fiir jede Trockenhefe 
graphisch zwei Daten gewinnen: die Dauer der Induktioy 
und die definitive Girgeschwindigkeit. Dieser doppelten 
Mannigfaltigkeit an charakterisierenden Daten entsprechen zwei 
nicht voneinander abhingige Eigenschaften der Trockenhefey, 

Die Gargeschwindigkeit, verglichen mit der Girgeschwindig- 
keit derselben Hefe in frischem Zustand, gibt die Zymase- 
ausbeute an und wird weiterhin zum Vergleich mit dem Pe. 
trage freier Zymase dienen kénnen, den der Macerationssaft 
aus derselben Trockenhefe enthilt. Der Quotient der Girkrait 
getrockneter und frischer Hefe ist ferner gleich dem Prozentsatz 
lebender Zellen in dem untersuchten Priparat, die allenfalls 
neugebildeten Zellen inbegriffen, unter der Annahme, daB ersten: 
bloB die lebenden Zellen den Zucker angreifen und daB zweitens 
die einzelne Zelle die gleiche Girkraft wie vor der Wasser- 
entziehung wiedererlangt; dabei wird vorausgesetzt, daB inner- 
halb der untersuchten Konzentration die Girkraft proportional 
der Anzahl lebender Zellen ist; dies wurde in einem Kontroll- 
versuch fiir die fraglichen Konzentrationen lebender und ge- 
trockneter Hefe bestitigt. 

Bei der langsamen T'rocknung einer Brauereihefe behielt 
z. B. nur ein Zehntel der Zellen seine Giarkraft, die wider- 
standsfahigere Bickerhefe blieb dagegen zu einem guten Dritt. 
teil unzerstért. In dem warmen Luftstrom des Faust-Heim- 
schen Apparates konnte ein Viertel der Zellen von Unterhete 
konserviert werden und durch Zerstiubung in eine geheizte 
Kammer oder durch die plétzliche Wasserentziehung durch 
Aceton wurde bei verschiedenen Hefeproben ein Fiinftel bis 
iiber ein Drittel des Pilzes in girfahigem Zustand fixiert. 





') KE. Abderhalden und A. Fodor, Fermentforschung Bd. 5. 
S. 138 u. zwar S. 147 (1921/22). 
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Zur Kenntnis der Trockenhefe. 3 


Wie tiefgreifend jedoch die einzelne Zelle durch die 
Trocknung verindert ist, wird durch die Dauer der Induktion 
angegeben. Jene Zellen, die nicht irreversibler Zerstérung an- 
heimfielen, bendtigen je nach der Intensitit der Trocknung 
verschiedene Zeiten, um nach Quellung der Membran auch in 


' ihrem plasmatischen Innern jenen Mindestbetrag von Feuchtig- 
keit aufzunehmen, der ihr Zymasesystem wieder in Funktion 
'treten liBt. Die Wiederaufnahme des Wassers erfolgt bei den 
-langsam getrockneten Hefen im allgemeinen schnell, langsam 
aber bei jenen, deren Zellmembran durch plotzliche und inten- 
i sive Trocknung, vielleicht bei Acetonhefen speziell durch 
' chemische Kinwirkung, besonders schwer quellbar geworden ist. 
| Die untersuchte Backereihefe war der Feuchtigkeit in jedem 
Fall schwerer zugiinglich als die ebenso behandelte Brauerei- 
‘hefe; dieses Verhalten hat in der dickeren, schon urspriinglich 
widerstandsfahigeren Membran der Bickereihefe seinen Grund. 


Fiir die Dauer der Induktion ist nichst der Methode der Trocknung 


} ud dem Typus der Hefe auch die Hefekonzentration des Giirversuches 
wichtig. Nicht nur, daB mit der Hefekonzentration die Anzahl der 
: lebenden Zellen und damit die Girkraft wichst, — auch die Konzen- 
‘tration der lebensun fihigen Zellen steigt und erreicht Betriige, bei denen 
_ bereits Maceration’) auftritt und den iiberlebenden Zellen organische 
'Sabstanz zur Ernihrung und zur Fortpflanzung darbietet. In diesen 
| Fillen mag auch eine zellfreie Saftgiirung nebenher laufen, worauf weiter 
unten anli8lich der Wirkung von Narkoticis zuriickzukommen sein wird. 


Es scheint iibrigens, ebenso wie beim Verhalten kleiner Mengen 


| Frischhefe gegen Zuckerlisungen, einen Schwellenwert fiir die Hefe- 
| konzentration zu geben, unterhalb dessen der Zuckerverbrauch nicht der 
| (rirung, sondern nur der Substanzvermehrung des Pilzes zugute kommt. 


Je feiner die Hefe bei der Trocknung verteilt war und je 


; cinheitlicher infolgedessen ihr Trocknungsgrad ist, desto schirfer 


F wird die Induktionsperiode gegen die Girung absetzen. Wenn 
Flie Zellen eines Priparates in verschiedenem Grade ihrer 
Vitalitat beraubt sind, so wird diese auch in entsprechender 


B Weise wiedergewonnen, so daB bei Betrachtung der Gesamt- 


') A. v. Lebedeff, Ann. Inst. Past. Bd. 25, S. 682, Tab. I u. Bd. 26, 
aS. S (1912). — Auch Acetonhefe gibt mit der 3fachen, ja auch noch 
Emit der 7 fachen Menge Wasser einen giirfiihigen Macerationssaft. 
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4 Harry Sobotka, 


heit der Hefezellen die Garkraft ohne deutliche Ruhepanse 
allmihlich bis zu einem Héchstwert anwichst. 

Wenn die ausgegorene Lésung rechtzeitig von neuem mit 
Zucker versetzt wird, so beginnt die Gérung sofort, aller. 
dings ist dabei der schidliche EinfluB des bereits vorhandenep 
Alkohols zu beriicksichtigen. Wenn man zwischen dem Ver. 
schwinden der ersten und dem Zufiigen der zweiten Zucker. 
dosis der Hefe Zeit gibt, zu degenerieren, so muB sich erst 
von neuem lebende Hefe iiber das erwihnte Minimum hinans 
entwickeln, sv daB eine abermalige Induktion auftritt. In. 
kubation der Trockenhefe in eine Zuckerlésung veranlaBte eine 
Verkiirzung der IJnduktionsdauer bei der folgenden (tir. 
bestimmung der abfiltrierten Hefe.?) 


Auch Vorquellung in Wasser verkiirzt nach Abderhalden’) die 
Induktion bei der Girung von hinzugefiigtem Zucker. Trennt man 
jedoch die Hefe von dem dabei vetwendeten Wasser und fihrt sie in 
eine Zuckerlésung iiber, so erzielt man keinen Erfolg, da der Hefe dureh 
diese Vorbehandlung ein groBer Teil des Coenzyms entzogen wird.) 


Um das Schicksal des Kohlehydrates wiihrend der In. 
kubation bzw. wihrend der Induktionsperiode kennen zu lernen, 
wurden Girungen mit einer lang und scharf induzierenden 
Trockenhefe angesetzt und in verschiedenen Zeitpunkten unter- 
brochen. Die Analyse der Restlésung gab gréBere Abweichungen 
im Zuckergehalt zwischen der polarimetrischen und redukto- 
metrischen Methode, als man bei Girungen mit Frischhefe 2 
finden pflegt. Diese Differenzen gehen auf das Austreten links- 
drehender Substanzen aus der Hefe zuriick.*) In welchem 
Mabe beide analytischen Methoden durch Reaktion zwischen 
Kohlehydrat und Eiweib°) verfiilscht werden, ist eine ungeklarte 
Frage, mit der es sich in dem Spezialfall der Trockenhefe 


1) Vgl. Abderhalden, a.a. QO. S. 146, Versuch 7. 

*) Vgl. ebenda 8S. 145. 

*) Vgl. H. v. Euler und K. Myrbick, Diese Zs. Bd. 117, 5.% 
(1921) und H. v. Euler und S. Karlsson, ebenda Bd. 123, S. 90 (1922) 

4) R. O. Herzog und O. Saladin, Diese Zs. Bd. 73, S. 263 u. zwat 
S. 265 (1911). 

5) N. N. Lwanoff, Biochem. Zs. Bd. 120, 8. 1 u. zwar S. 51 (1921); 
S. Kostytschew und W. Brilliant, Diese Zs. Bd. 127, S. 224 (1928) 
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nicht anders als sonst verhalten diirfte. Die Ergebnisse dieser 
Unterbrechungsversuche waren infolge der erwahnten Fehler- 


| quellen nicht einheitlich. 


Trotzdem lassen sie erkennen, daB zu Anfang der In- 


| duktion im Girgut Ruhe herrscht. Hierauf beginnt der Zucker 
am verschwinden, ohne daB sogleich Kohlendioxyd entwickelt 
' wird. Die Gasentwicklung beginnt meist erst nach einiger 
Zeit und erreicht um so geringere Betrige, je spiter sie einsetzt. 


Verschwinden von analytisch nachweisbarem Zucker ohne 


| iguivalente Entbindung von CO, findet bei jeder Garung statt. 
| Waibrend aber nach unverdffentlichten Versuchen dieses ,,Zucker- 
| defizit* bei frischen Hefen selten 15°/, der urspriinglichen 
| Substratkonzentration erreicht, wird diese Zahl bei Trocken- 
| hefegiirungen oft iiberschritten. Da der verschwindende Zucker 
: offenbar dem inneren Stoffwechsel der Zelle dient, so kann der 
' Mehrverbrauch bei den Trockenhefen hinreichend mit deren 
| besonderen Bediirfnissen, der Erginzung des oft sehr geringen 
' Glykogengehaltes, insbesondere aber mit dem Substanzbedarf 
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zum Aufbau der von Abderhalden festgestellten sprossenden 
Tochterzellen erklirt werden. 

Das Anwachsen des Zuckerdefizits bis 50°/, bei VergréBe- 
rung (Verdreifachung) der ‘Trockenhefekonzentration zeigt deut- 
lich, daB es sich um einen Kohlehydratverbrauch des Pilzes 
handelt, nicht um ein bloB zeitweiliges Verschwinden des 
Zuckers infolge eines abnormalen Girungsmechanismus’. 

Die Auffassung, daf die Girung der Trockenhefe nicht 
prinzipiell von der Giirung frischer Hefe verschieden ist, wurde 
durch eine Reihe weiterer Versuche unterstiitzt: Wenn Trocken- 
hefe auf die am Ende des exp. Teils geschilderte Art und Weise 
zerrieben wurde, so daB unter dem Mikroskop nur mehr ver- 
elnzelte Zellen in unzerstértem Zustand erkennbar waren, so 
wies diese Trockenhefe eine viel schlechtere Girkraft und eine 
viel lingere Induktion als die unzerriebene Hefe auf, ein Re- 


‘sultat, das nicht durch die Garung mittelst freier Zymase er- 
_klirt werden kann. Ein freies Enzym miBte im Gegenteil 
‘durch die ZerreiBung der Zellen fiir das Substrat zugiinglicher 


geworden sein. 
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Gegen die Girwirkung freier Zymase in 'lTrockenpriiparatey 
spricht schlieBlich gerade die oftmals dafiir angefiihrte Wirkung 
der Narkotica. In ihrem Verhalten diesen gegeniiber steht 
die Trockenhefe neben der lebenden Hefe, wihrend di 
freie Zymase des Macerationssaftes groBe Konzentrationen yon 
Toluol usw. vertrigt. Die hiiufig angegebenen graduelley 
Unterschiede in der Empfindlichkeit zwischen frischer und ge. 
trockneter Hefe beruhen darauf, daB die letztere wegen ihrer 
geringeren Girkraft und infolge ihres etwa 4mal so grober 
Trockengehaltes stets in gréBeren Konzentrationen angesetzt 
wird, Da nun alle Zellen, nicht nur die girfihigen, ihrer 
Anteil an Narkotikum aufnehmen, so wirkt nur der dem Bruch- 
teil an lebenden Zellen proportionale Prozentsatz des Aniistheti- 
kums der Girung entgegen, der itiberwiegende Teil wird vu 
den ohnedies giirungsfihigen Zellen adsorbiert bzw. festgehalten, 
Die Menge des Zellgiftes mu8 also nicht nach der zu unter. 
driickenden Girkraft, sondern nach der bei den Trockenhefe. 
girungen viel gréBeren Konzentration an Hefetrockensubstan 
bemessen werden. 

Unter dieser Annahme reicht das auch bei lebender Hele 
notwendige Minimum aus. Die Konzentrationen des Anti. 
septikums werden aber meist viel zu niedrig gewihlt. Wem 
E. Buchner’) oder neuerdings F. Hayduck und H. Haelhn’, 
sowie letzterer und H. Schifferdecker 0,2 ccm baw. 
15 Tropfen Toluol auf 2g Trockenhefe anwenden, so entsprichi 
dies 0,05ccm Toluol auf 2g Frischhefe bzw. 0,2 ccm auf 8¢ 
Frischhefe, Bedingungen, unter denen Girung stattfindet, ei 
Vergleich mit 0,2ccm Toluol auf 1g lebende Hefe, also gleich 
viel Toluol auf den 8. oder 10. Teil Trockensubstanz ist ue. 
fiihrend. Auch 5 ccm thymolgesittigtes Wasser auf 25 ccm 
und 1 g Trockenhefe*) sind unzureichend. 

Ks gelang mir stets, Garung von Trockenhefe, die in eine 
Parallelversuch erwiesen wurde, durch Zusatz von 1 ccm Tolud 





) Die Zymasegiirung, Miinchen 1903, 8. 271. 

*) Biochem. Zs. Bd. 128, §.568 u. zwar S. 574 (1922); Bd. 13», 
S. 209 (1923). 

*) H.y. Euler und 8, Kullberg, Diese Zs. Bd. 78, 8. 92 (1911) 
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Zur Kenntnis der Trockenhefe. 7 


| pro Gramm T'rockenhefe in 20 ccm zu verhindern oder auf die 
| anfingliche Entwicklung von wenigen Prozenten der theoretisch 
' «u erwartenden Kohlensiiuremenge zu beschrinken. 


Kine andere Ursache fiir Trockenhefegirung in Gegenwart 


' yon Zellgiften kann die durch zu groBe Hefekonzentration er- 
moglichte Maceration sein, die durch Antiseptica nicht hint- 
| angehalten wird (vgl. 8. 3, 1. Absatz des Kleingedruckten). 
' Der entstehende Saft beginnt allmahlich den Zucker zu ver- 
' giren, z. B. ergab Acetonhefe bei langerer Inkubation mit der 
| 3fachen und 6,6fachen Wassermenge einen, wenn auch schwachen 
| Lebedewsaft. Wenn man Saft und Riickstand beisammen 1aBt 
' und dann Zucker hinzufiigt, so setzt sich der Garungsverlauf 
| deutlich aus zwei Komponenten zusammen: einer Saftgirung 
| von ahnlicher Starke wie in dem Versuch ohne den Riickstand 
und einer Acetonhefegiirung mit ihnlicher Induktionsdauer wie 
sonst und darauffolgendem steilen Girungsanstieg. 


Vergleicht man das Verhalten der Zymase mit dem der 


‘anderen in der Trockenhefe latenten Enzyme, so zeigt sich, 
daB die Zymase und die der Autolyse dienenden Enzyme nicht 
' sofort in Wirksamkeit treten, sobald die Zelle mit Wasser in 
' Bertthrung tritt. Die verwickelte Zusammenarbeit dieser 
| Enzymgruppen verlangt einen gewissen Lebensgrad der Zellen, 
' die einfachen biosespaltenden Enzyme und die Carboxylase 
: wirken dagegen, sowie ihnen ihr Substrat zugefiihrt wird, ohne 
| Abhiingigkeit von dem Zustande der iibrigen Zellbestandteile. 
| Yon den Macerationsenzymen unterscheidet sich die Zymase 
 dadurch, daB sie nicht nur Quellung, sondern auch Ernihrung 
' der Zelle fordert, und besonders dadurch, da8 ihre Wirkung 
q durch Toluol und ihnliches aufgehoben wird. Diese Empfind- 
lichkeit ist der durch Quellung regenerierten Trockenhefe mit 
| der frischen Hefe gemeinsam und weist auf die Verankerung 
| des Enzyms im Plasma in beiden Fallen hin.?) 


Kin weiteres Argument dafiir, da8 die Zymase in der 


: Trockenhefe nicht freiliegt, ist der Umstand, daB sie sich nicht 


') Vgl. Euler, Chemie der Enzyme, 2. Aufl. 1921, I, S. 164: ,,Gegen 


‘ Antiseptica sind die Hefenenzyme in dem Mae unempfindlich, als sie 
_ vom lebenden Plasma befreit sind.“ 
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8 Harry Sobotka, 


ohne weiteres aus jeder Trockenhefe auswaschen laBt, sonderp 
nur aus manchen nach Lebedews Verfahren extrahiert werdey 
kann, namlich aus jenen Hefen, welche den zur Loslésung des 
Zymasekomplexes erforderlichen Enzymapparat besitzen., 

Die zu einfache Buchnersche Annahme einer freije, 
Zymase in der lebenden Zelle, die nach ZerreiBung derselbey 
einfach in Lésung geht, ist heute allseits verlassen und die 
von R. Willstaitter ausgesprochene Erkenntnis, da8 das 
Invertin, welches man friher fiir léslich hielt, erst enzymatisch 
freigelegt werden mub'), legt einen AnalogieschluB fiir die 
Zymase nahe. Wahrend aber das Invertin trotz seiner Bindung 
an das tote Plasma gewisser Trockenhefen wirkt, ist die Zymase 
infolge ihrer verwickelten Zusammensetzung in ihren Be. 
dingungen wihlerischer. Nur einzelne ihrer Komponenten 
z. B. die Phosphatese, falls man diese als Bestandteil des Gir. 
systems gelten lassen will, sind gleich der Saccharase schon 
in dem latenten Lebenszustand der ausgetrockneten Zelle wirksan. 

Wenn H. v. Euler und B. af Ugglas?) schreiben: 

»,--- die Zymase ist in der lebenden Hefezelle als Komplex 
ganz oder teilweise an das Protoplasma gebunden; wird die vitale 
Tatigkeit der Zelle dauernd oder zeitweilig aufgehoben, so wird auch 
die giirungserregende Gruppe des Protoplasmas, also die an das Proto- 
plasma gebundene Zymase, inaktiviert; wirksam bleibt nur derjenige 


Teil des Giirungsenzyms, welcher frei ist, oder bei der Entwiisserung 
im Vakuum oder durch Alkohol freigemacht wird .. .“ 


—, so entspricht die erste Méglichkeit dieser Alternative der 
Wirklichkeit: Die Zymase ist ganz an das Plasma gebunden. 
Die gezwungene Annahme eines gleichzeitigen zwiefiltige: 
Zustandes der Zymase in der Zelle erscheint als ein Kompromif 
zwischen der neueren Erkenntnis und der veralteten Buchner- 
schen Theorie. 


Was den Nachsatz iiber die Freimachung des Girungs- 
enzyms bei der Entwisserung betrifft, so wird diese von Euler 


') R. Willstatter und F. Racke, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 42% 
S. 111 (1921/22). 

*) Diese Zs. Bd. 70, S. 279 (1911); vgl. Euler, Chemie der Enzyme. 
2. Aufl., I, S. 164, Miinchen 1920. 
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auch an anderer Stelle geiuBerte Anschauung?) hiufig in der 
Literatur angetroffen. Es ist jedoch schwer vorstellbar, dab 
die Zymase innerhalb der kurzen Zeitspanne, wihrend der die 
plétzliche Fixierung der Zelle bei den angewandten scharfen 
Methoden (Aceton, Krauseapparat) eintritt, vom Plasma abgelést 


wird. Aber auch bei der langsam verlaufenden Trocknung 


nach A.v. Lebedew ereignen sich nur Vorgiinge vorbereitender 


' Natur. Sie dienen bloB der Konservierung der freilegenden?”) 
| Enzyme, sind aber nicht imstande, den Zymasekomplex ab- 
zuspalten. Erst die enzymatischen Reaktionen wihrend der 
1 Maceration bzw. wiihrend des PreBverfahrens sind so tief- 
q sreifend, daB die Zymase vom Protoplasten, ohne dessen 
| Vitalitiit sie nicht die ndétigen Wirkungsbedingungen erhilt, 
' getrennt wird und dann, unempfindlich gegen Narkotica, als 
' freie Zymase bezeichnet werden kann. Es ist unzweifelhaft, 
dab diese freie Zymase aus jenen Bestandteilen des Plasmas 
' stammt, die in der lebenden Zelle den gesamten zymatischen 
| Komplex gebunden enthalten. 


Vor allem unter Hinweis auf die geringere Empfindlich- 


_ keit gegen Narkotica wird die Girung mittels Trockeuhefe 
| gleich der Girung mittels der aus ihr bereiteten Macerations- 
| sifte freier Zymase zugeschrieben. Diese Auffassung muB 
] nach den vorliegenden Betrachtungen und Versuchen ebenso 
' wie nach den erwahnten Abderhaldenschen Untersuchungen 
| als irrig bezeichnet werden. Der Ausdruck ,,freie Zymase“ 
_ sollte auf die zellfreien Sifte beschrinkt werden und man muf 
q letzterem Forscher darin beistimmen, da’ ,,die Leistung der 
_ Trockenhefe ausschlieBlich auf lebende Zellen zuriickzufiihren ist.“ 


') H.v. Euler u. K.Myrbiick, Diese Zs. Bd. 117, S. 27 (1921): 


q +». Ferner ist friiher darauf aufmerksam gemacht worden, dab die 
_ Girwirkung von Hefepraparaten, in welchen lebende Zellen keine Rolle 
Q spielen, sehr klein ist im Vergleich zur Girwirkung der normalen Hefe- 
a zellen. Es ist betont worden, daB die Girkraft der Trockenhefen 
| m2 der Annahme zwingt, da8® bei der Trocknung ebenso wie beim Aus- 
a pressen von Giirsaft ein betriichtlicher Teil der Zymase vom Protoplasma 
a getrennt wird, weshalb offenbar Trockenhefe durch Toluol oder Chloro- 
% form erheblich weniger beeinfluBt wird als frische Hefe. .. .“ 


*) R. Willstitter u. F. Racke, a.a. O. 
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Das Zymasesystem innerhalb der Zelle wirkt, sei 
mechanisch oder chemisch an das Plasma gebunden und zway 
derart gebunden, daB seine einzelnen Komponenten an jener 
Stelle des Zellkérpers verankert und lokalisiert sind, wo das 
Milieu — Aciditiit, Lage der adsorptionsfahigen Gruppen des 
Plasmas usw. — ihnen speziell giinstig und durch die osmoti- 
schen Verhiltnisse der Umsatz der Zwischenprodukte, wie in 
einem Betrieb mit Arbeitsteilung, passend organisiert ist.}) 
Werden diese organischen Zusammenhinge durch gewaltsame 
Kingriffe zerstért, so wire die Wirkung selbst dann auf einen 
Bruchteil reduziert, wenn alle Enzymkomponenten in uw. 
beschidigtem Zustande in urspriinglicher Menge vorhanden 
waren, wie dies in einem idealen Macerationssaft der Fal! 
sein miiBte, der dennoch nie die Menge frischer Hefe, ans 
welcher er gemacht wurde, ersetzen kénnen wird. Bei der 
T'rockenhefe ist diese geordnete Funktion der organisierten 
Zymase durch den Wassermangel lahmgelegt und sicherlich 
ein gewisser Teil des Enzymbestandes irreversibel zerstirt. 
Da der Zellinhalt aber im trocknen Zustand fixiert ist, kann 
es nicht einmal zu einer zwar geschwiachten und ungeordneten, 
aber wenigstens freien Kooperation der Teilenzyme kommen. 
Deshalb kann Trockenhefe als solche nicht giren. 


Experimenteller Teil. 
Hefetrocknung. 


Um die Girungen verschiedener Trockenhefen, deren Unter- 
schiede und deren Gemeinsamkeiten kennen zu lernen, verglich 
ich eine Brauerei- mit einer Bickereihefe und variierte die 
Bedingungen der Trocknung in weitgehendem Mabe. 
gelangte Unterhefe von der Miinchner Léwenbrauerei zu 
Verwendung, ferner kiufliche Bickerhefe von Sinner A-G 


in Griinwinkel b. Karlsruhe, sowie ein ,,Florylin« genannte & 


Trockenpriparat. 


1) Eine fibnliche Anschauung du8erten kiirzlich H. Haehn 
H. Schifferdecker, a. a. O. S. 264. 
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Die untersuchten Trockenhefen wurden nach den folgenden 
Methoden dargestellt: 

Die Hefen Nr. 3, 3a, 4 und 6 wurden in etwa 5mm hoher 
Schicht auf poréser Unterlage (Filtrierpapier; vgl. F. Hayduck 
u. O. Bulle’) ausgebreitet, 3 und 3a bei Zimmertemperatur, 
4 und 6 bei einer Temperatur von 30—35°. Die Trocknung 
erforderte 48-72 Stunden. Die Temperatur der Trocknung 
scheint fiir die Girkraft der Trockenhefe nicht so wesentlich 
m sein, wie sie es fiir die Girkraft der aus den Trockenhefen 
bereiteten Macerationssifte ist. 

Die Hefen Nr. 5 und 5a wurden im Faust-Heimschen 
Apparat 6 Stunden lang einem lebhaften Luftstrom von 28—35° 


ausgesetzt. Die Trocknung war nicht sehr radikal, so dab 
' die Hefe nach einigen Wochen einen siiuerlichen, verdorbenen 


Geruch aufwies. Bei manchen Acetonhefen wiederholte sich 


} diese Erscheinung. 


Die Hefen Nr. 7 und 8 konnten dank dem freundlichen 
Entgegenkommen der Versuchsanstalt der Krause A.-G. in 


' Minchen unter der Leitung von Dr. Siegens nach dem 


Krauseverfahren getrocknet werden.”) Bei einem Versuch 
wurden beispielshalber 3kg Hefe von 30°/, Trockengehalt mit 


Wasser auf 18 Liter verdiinnt, diese 5°/,ige Lésung wurde im 


Verlauf von etwa 4 Stunden in die durchschnittlich 50gridige 


| Luft der Trockenkammer zerstiubt. 


Zur Darstellung von Nr. 9 wurden 500 g Frischhefe inner- 


' halb 20 Minuten mit 4 Litern Aceton versetzt, so daB dessen 
Konzentration bei der Vermischung mit dem Zellsaft erst 
allmihlich wuchs. Das hellgelbe Produkt wurde abgenutscht, 
mit Ather gewaschen und in diinner Schicht auf Filtrierpapier 
' getrocknet. Die Dauer der Acetonbehandlung erwies sich als 
; irrelevant. 


Nr. 9a. Um noch milder zu verfahren, wurde die Hefe vor dem 


sukzessiven Acetonzusatz mit Wasser auf das Doppelte verdiinnt und so 
_ leichter durchmischbar gemacht. 


Weniger schonungsvoll als diese beiden Darstellungsweisen 


') Wochenschr. f. Brauerei Bd. 29, 8S. 489 (1912). 
Zs. f. angew. Chem. Bd. 35, S. 533 (1922). 
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ist die Vorschrift von R. Albert, E. Buchner und R. Rapp’) 
nach welcher die Trockenhefe Nr. 10 dargestellt wurde. Die 
Hefe wurde sofort in den 6—10fachen UberschuB von Aceton 
eingetragen. Die Girung mit Hefe 9 und 9a weist keine: 
erheblichen Unterschied auf, dagegen ist die Differenz zwischer 
10 und 9 deutlich wahrnehmbar. 

Nr. 11, ,,Florylin“, wird nach dem Olhaverschen?”) oder 
einem Shnlichen technisch gebriuchlichen Verfahren hergestellt, 
Das Praparat war 7 Jahre alt. 

Mangelhafte Zerteilung der Frischhefe fihrt bei den lang. 
sameren ‘Trockenmethoden (Nr. 3—6) zur Knollenbildung. 
Innerhalb einer schnell getrockneten Kruste entstehen auto- 
lytische Herde, da das eingeschlossene Wasser nicht abziechen 
kann, und so bildet sich ein heterogenes, zum Teil enzymatisch 
yangeatztes* Produkt; durch Absieben der gréSeren Knollen 
kann dies einigermaBen gutgemacht werden. 

Um eine feine Verteilung der Hefe zu erreichen, wurde 
versucht, die Hefe, wie es H. P. Barendrecht*) empfiellt, 
mit Kieseleur zu verdiinnen (Nr. 3a und 5a). Diese Be. 
handlung zeitigte keinen einheitlichen Erfolg. Allzu feine 
Verteilung der Hefe, wie sie beim Krauseverfahren erzielt wird, 
beeintrachtigt die Haltbarkeit, da die groBe Oberfliiche Oxy- 
dation und Feuchtigkeitsaufnahme begiinstigt. 


Garbestimmung. 


Der Verlauf der Giarung wurde volumetrisch nach dei 
Angaben von R. Willstaitter und W. Steibelt*) beobachtet. 
Die Girkélbchen wurden in einer mittels Wasserturbine be- 
triebenen Schiittelvorrichtung in einem Thermostaten vor 
30+ 7/,° befestigt. Gummischlauch wurde im Vakuum mit 
geschmolzenem Paraffin imprigniert. Mit einem méglichst 
kurzen Stiick davon wurde das Girkélbchen und das Queck- 
silbergasometer verbunden. Dessen Uberlaufvorrichtung wat 


') Chem. Ber. Bd. 35, S. 2376 (1902). 

2) D. R. P. 257176. 

*) Zs. physikal. Chem. Bd. 49, S. 465 (1904). 

*) Diese Zs. Bd. 115, S. 211 und zwar S. 222 (1921). 
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P'). EB durch ein Gewinde genau auf den Quecksilberspiegel des Haupt- wats 


Die gefiBes einstellbar, so daB die Ablesungen auf + '/, ccm : 
‘ton genau waren. yee 
hen Das theoretisch mégliche Volumen CO, wurde jeweils aus : 
her J pruck und Temperatur berechnet und schwankte in engen | 


| Grenzen um einen Mittelwert von 290 ccm aus 1 g Hexose. Die 
der HF yon Willstitter und Steibelt gegebene Definition der ,,Halb- 


ellt. garzeit'*) wurde dem vorliegenden Thema durch Verfiinffachung 

' der angewandten Hefentrockensubstanz von 0,2 ¢ auf 1,0 ¢ 
ig angepaBt. Diese Menge Trockenhefe wird mit 1g Zucker in 
ng; MH 20 ccm 'CO,-gesiittigten Wassers zur Reaktion gebracht. 
ito Um diesen Giransatz zu den quantitativen Angaben der 
hen ' Literatur iber Trockenhefegirung in Beziehung zu setzen, sei 
isch J folgendes angefihrt: Bei den von E. Buchner?) am haufigsten 
llen angewandten Proportionen — 4g Trockenhefe, 8 g Rohrzucker, 

20 ccm H,O — ist die hohe Zuckerkonzentration der Girung 
nde J abtriglich.*) Es kann bei diesem Ansatz nie zu einer voll- ee 
hit, FF stindigen Vergirung des Substrates kommen und so begniigt i 
Be sich dieser Autor mit der Angabe des Gesamtumsatzes nach 4 
ine 193... Tagen; es erscheint indessen vorteilhafter, Enzym- | : 
ird, : mengen mittels der Umsatzgeschwindigkeit, nicht mittels des te 
xy ‘ Gesamtumsatzes zu messen.*) Uberdies sind groBe Hefen- : bake 


 konzentrationen nicht geboten, da sie bereits die Maceration 
| begiinstigen; dieser Effekt nimmt mit der Hefenkonzentration 
schnell zu, wie A. v. Lebedew fir die Ansitze 1:6 bis 1:2,5 








dex | zeigt. Dieser schwer kontrollierbare Kinflu8 bleibt am besten da- 7 q 
tet. durch ausgeschaltet, daB man nie mehr als 10°/, Hefe anwendet. ee 
be- } Zur technischen Triebkraftbestimmung'), die allerdings, cee. 
sates ; wie der Name aussagt, kein Ma8 der Girung allein bringen will, ot 4 : 
me) a. a. 0. 8.219. : 
shst a *) E.u. H. Buchner u, M. Hahn, Die Zymasegiirung, Miinchen Bis 
ck- 7 1903; vgl. auch F. Hayduek u. H. Haehn, Biochem. Zs. Bd. 128, ae 
war J >. 568 (1922). ; 

3 *) Vgl. A. Slator, Journ. Chem. Soe. Bd. 89, 8. 128 (1906). oe 


. *) A.v. Lebedew, Ann. Inst. Past. Bd. 26, S. 8 u. zwar S. 13 (1912). 

*) Nach F. Hayduck u. M. Bulle, Wochenschr, f. Brauerei Bd. 29, 

5. 489 (1912): (ebenso wie der Buchnersche Ansatz zum Vergleich auf 
“0 com umgerechnet) 0,2 g Trockenhefe gegen 2¢ Zucker. 
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sei bemerkt, dab zu kleine Hefemengen infolge ihrer starkey 
Vermehrung die Hefekonzentration zu einem inkonstanten Fakto, 
machen. Immerhin ergibt diese Bestimmung ein besseres Ferment. 
maB als die Buchnersche, indem sie den Umsatz in einen 
enger begrenzten Zeitraum (2—6 Stunden) zur Grundlage hat. 

Am besten sind die Versuchsansiitze von H. v. Euler‘ 
und von E. Abderhalden?) mit den vorliegenden vergleich)bar, 
Die kontinuierliche Beobachtung in diesen Serien gestattet 
auch die Konstruktion von Garungskurven und die Interpolation 
von Induktionsperioden. Hierdurch wird die hier vorgeschlagene 
doppelte Charakterisierung von Trockenhefen ermdglicht. 

Um eine Girung frischer Hefe mit einer nach der ver. 
inderten Halbgarzeitsdefinition angesetzten Trockenhefegiirung 
in Beziehung zu bringen, muBte die sonst angewandte Menge 
von 1,00g lebender Hefe von 20—30°/, Trockengehalt ungetiihr 
vervierfacht werden. Zwischen diesen Konzentrationen ist die 
Garkraft der fermentmenge noch proportional, wie der folgende 
»Briicken“versuch zeigt: 


Léwenbriuhefe (26'/,°/, Trockengehalt) 1g Glucose, 20 cem, 30°. 











Hefe Trocken- Minuten 

frisch | substanz} 5 | 15 | 25 | 30 | 40 | 50 | 150 

— Les — So eS oie ~ a en rn 

0,76 g 0,20 g 7 | 16 | 24 | 99 | 88 | 46 | 145cem CO, 
3,78g¢ | 100g | 24 | 70 | 120 | 147 | 197 | 230 | 235 eem CO 





Halbgirzeit 150 Minuten, fiir die fiinffache Konzentratio: 
der Trockenhefedefinition 30 Minuten = ?/, hiervon. 

Als Substrat gelangte stets Glykose zur Verwendung, 
um die enzymatische Reaktion méglichst einfach zu gestalten 


Der Garungsverlauf. 
Wenn man die Kohlensiiureentbindung bei einer Trocker- 
hefegirung graphisch darstellt, so erkennt man, wie unzureichent 





1) H.v. Euler u. 8. Kullberg, Diese Zs. Bd. 73, S. 92 (1911): 0,20 
und 1,0g Trockenhefe; 1 und 2 g Zucker, — H. v. Euler u. K. Myrbiick, 
Diese Zs. Bd. 117, 8. 27 (1921): 0,1—0,8 g Trockenhefe, 0,8 g Zucker. 

®) E. Abderhalden u. A. Fodor, Fermentforschung Bd. ° 
S.138 und zwar S8. 147 (1921): 0,4 und 0,8 ¢ Trockenhefe gegen 0. 
und 1,6 g Zucker (alles auf 20 cem bezogen). 
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die Angabe der Halbgirzeit wire. Nun ist die Dauer der 
Induktionsperiode nicht bei allen Hefen so unmittelbar von 
ainem linearen Girungsanstieg gefolgt, daB man beide Daten 
ohne weiteres beobachten und vergleichen kénnte. Dagegen 


erwies es sich als durchfiihrbar und als geeignet, die Kurven 


graphisch zu extrapolieren, indem an die Garungskurve in 
ihrem steilsten Abschnitt eine Tangente gelegt wird. Deren 
Neigung ist ein MaB der maximalen Girgeschwindigkeit. Der 


| Abszissenabschnitt von ¢=0 bis zum FuBpunkt dieser Tangente 
auf der Abszissenachse gibt die extrapolierte Induktions- 
|periode. Unter Verzicht auf eine graphische Darstellung 
'mag man als gutes MaB der endgiiltigen Girgeschwindigkeit 
' das Fiinffache jener Zeitdauer verwenden, welche die Hefe zur 
| Vergiirung von 10°/, der Anfangskonzentration des Substrats 
‘ bendtigt, sobald die Gasentwicklung am lebhaftesten ist. Die 
| Gesamthalbgirzeit, verringert um diese reduzierte Halbgir- 
zeit, ergibt iibereinstimmend mit der graphischen Methode 
| die extrapolierte Induktionsperiode. 


Fiir die zahlreichen Girungen, die mit den oben be- 


' schriebenen und mit dhnlichen Priparaten angestellt wurden, 
‘geben die folgenden Tabellen und Diagramme charakteristische 
| Beispiele. AuBer den Daten der volumetrischen Beobachtung 
finden sich fiir jeden Versuch 1. die extrapolierte Induktionsdauer, 
| 2. die reduzierte Halbgiirzeit, 3. die Summe dieser beiden: 
| die Gesamthalbgirzeit, und 4. die Ausbeute in Prozenten, 


reduzierte Halbgiirzeit 
Halbgiirzeit der Frischhefe ~ 


Tabelle I. 


Girung mit frischer Hefe. 

















1. Léwenbrauereihefe | 2. Sinnerhefe 
_a 15 Min. 70 28 
a a 147 70 
D= 50 ,, 230 145 
~ 8 150 ,, 235 230 
Halbgirzeit 30 Minuten 50 Min. 
— 10 Min. extrapol. Induktion 
40 Min. reduz. Halbgirzeit 








16 Harry Sobotka, 


Tab. I gibt normal verlaufene Girungen der beiden Aus. 
gangsmaterialien fiir diesen Vergleich. Die Backereihefe ist in- way 
folge der zweitagigen Lagerung ein wenig erschépft und erreicht & pst; 
erst nach einer kurzen Induktion von 10 Min. ihre volle Garkraft. tatsi 



















































































































































































Tabelle II. den 
Trockenhefegirungen. hefe 
[Nrs| sa | 4 | 5 | 5a | 6 
Hefe | Léwenbrauereihefe | Sinner 
Aes pl 990 Faust- H. | = 
Tl. 0 n0 
Trocknung 20 (Rize) ° i Faust-H. * |(Kiesely.) 35 
“aaa: a | _ Si 
S 100Min.} 18 | 24 | 40 28 26 { 
- -—., 57 | «64 «| «104 72 68 29 
& 250 _,, 19 | 91 | 182 111 «| = (98 53 
43 300 _,, 102 122 | 160 168 128 85 
‘5 350 ,, 123 150 | 175 212 166 120 - 
a 400 ,, 142 175 | 191 221 202 167 ; 
q 460 ,, — — | on — 244 
9 520 ,, 220 | 212 | 256 | 236 228 255 < 
iia ° > ¢ 
| | _ 
extrapol. | on ae , ve F 
nach Pe tg 80 | 110 } 25 155 130 ; 
; 5 | | | 
reduzierte | a] 339 | 230 250 | 125 190 115 
Halbgirzeit/ 
Gesamt- | f=] | ‘ Or oC re) 
Halbgiirzeit | oo 410 | 340 275 } 280 i 20 375 extr: 
Ausbeute oo, | 12%, 12°/, 24 9/ 16°/, 35° se 
requ: 
Hall 
[SR RSSHY SS oe. Te Aas Hal 
ReieReces 2M Ti cat se Aust 
Lan et 
| a a 
YC AT 
7 Co,| — _— mann as pos pe nner ha a und 
er 4 ia spric 
| eo, ae mas if 7 
—- a can tie. LG. 22. \ getr 
a | / mit 7rischer HKefe 2. | = 
Za aes . LB Ly. gs orate. | Ara 
7 J mia Tr ye! : + 
tL TT | lexi zona | | | | mun 
oa V, il F we ‘Vio obr Be Fete se all Indy 
— 4 4 
200° @) 306 Ménulen 400 ; 
viels 
Fig. 1 


H 








Zur Kenntnis der Trockenhefe. 17 


Die Garungen der Tabelle II sind in Figur 1 zum Teil 
wraphisch wiedergegeben. Die punktierten Linien dienen der 
Extrapolation der Induktionsperiode. Die Abweichung der 
tatsichlichen Gdarungskurve von dieser Geraden wechselt aus 
den frither angefiihrten Griinden. Die getrocknete Backerei- 
hefe Nr. 6 ist mit der Brauereihefe Nr. 4 vergleichbar. 


Tabelle IIL. 


Weitere Trockenhefegirungen. 














Nr. 7 8 9 9a 
Stunden Léwenbr. |Stunden| Sinner Léwenbrauere'hefe 
(Krause) (Krause) | (milde Acetonbehandl ) 
5 y 3 15 
4 36 8 _ 5 24 
3 15 — 34 5d 
A gt, 54 17 24 59 79 
= 18 _ 98 owe 
; 5 105 19 hl 149 150 
. 20 45 188 209 
By 157 22 80 208 _ 
24 135 — soe 
8 235 28 192 os a 
extrapol. | 240 -_ 1160 970 990 
Induktion © 
Halbget, | E 85 os 310 170 150 
. gat. {5 
resamt- | ox 
Halbyet £ 325 as 1470 1140 1140 

















Die Hefen mit lingerer Induktion sind in die Tabellen III 
ud IV und in die Figur 2 aufgenommen. Auch hier ent- 
spricht einer Backereihefe (Nr. 8) eine auf die gleiche Weise 
getrocknete Brauereihefe (Nr. 7), jedoch war die letztere im 
Krauseapparat keiner so hohen Temperatur ausgesetzt gewesen 
ind zeigt darum besonders gute Giarkraft und relativ kurze 
Induktionsdauer. 

Fiir die beiden Hefen der Tabelle IV wurde wegen ihrer 
ielstiindigen Induktion der Verlauf der Garung in den ersten 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIV. 2 
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i— ae Pt 
—F Se 
a 
= Ce ee Ge 
* _— 4 7] yo|_ 4+-y9 | 
OCC - 
i | 171 at A. al teed 
Io f /\. a Se a ra SS) | 
4 sone J one 7 4 +745 coy Coz + | 
| L LZ. / VA & 
ane 408 / r 
iff. L ad 
00 pCi { | A. Paryngen mye | 
4 — = " a 7U0C een ee t 7 
ee EA A eet ad 
| zi... —- ed of) | | 
ne m. 4 2 = 4 _ a 7 | / + J Brauer atat 
rit = Tt tt eet 
——" — =. ete = 3 1 i 
(a) gs S ¥ 10 1§ ix ) ® 20 25 Stisnclars aes 
25 30 35 40 45 Stunden (fur Hurven und tt) 
Fig. 2. 


Tabelle IV. 


Trockenpriparate mit langer Induktionsdauer. 
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Nr. 10 
Acetonhefe nach Albert 
_ und Buchner »Florylin“ 
5 Std 4 9 
eee 25 99 sania 15 
g 28 = 24 
* 80 ,, 31 44 
fal ,, _ 56 
° ~ 
, 85 » 53 159 
a 36, 73 183 
= 8 , 115 wt 
45 ,, 198 ye 
extrapol. " " 
isdthon:| 8 vicii 1710 
reduzierte | 2 
ate oti = 400 360 
Gesamt- ro . 
Halbgarzelt} ves 2370 2070 
Ausbeute 8°), 9 


25 Stunden nach Ansatz des Versuches in der Figur nicl 


wiedergegeben. 


Die Kurvenaste wurden um die entsprechenée 


Strecke der Abszisse nach links verschoben und sind auf di 
untere Zeitskala der Figur 2 zu beziehen. 
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iz ’ Unterbrechungsversuche. 
; Bei Garungsversuchen, in denen der Zucker des Girgutes 
‘analysiert werden sollte, wurde gleichzeitig mit der Garprobe 
‘ein etwa 5facher Ansatz gleicher Konzentration in den 
' Schiittelthermostaten gebracht. In den gegebenen Zeitpunkten 
‘wurden aliquote Volumina entnommen, zur Sistierung der 
Girung von der Hefe abfiltriert, schnell geklirt und darauf 
ha ' reduktometrisch nach Bertrand und polarimetrisch analysiert. 
wal Tn den letzten 2 Versuchen der Tabelle V kam die dreifache 
iz ‘ Hefemenge zur Anwendung, in den ersten beiden die normalen 
' Konzentrationen, je 1 g Trockenhefe und Glucose auf 20 ccm 
: Wasser. Alle Versuche auBer dem letzten bei 30°. 


Tabelle V. 


Se 22 



































Dauer in CO, Zuckergehalt Zucker- 
Hefe | Stunden ae | defizit 

cm | %/ D = * 0} 

} | (| = 2dem) | 

hi. Nr to] 0 0 | oO 5,30 | 100 0 

q 8 0 | 0 5,30° 100 0 
| mh 0 

24 85 | 99 1,65 81 40 

| Bertr. 29 42 

co *) 226 | 78 Bertr. 0 22 

. ar 39 26 | 9g 4,769 90 1 

24 60 | 21 3,97° 16 3 

40 107 | 87 0,79° 15 48 

41,5 1440 | 49 _ _ sos 

wo") 233 | 80 0 0 20 

oe 14,5 63 22 Bertr 61 17 

. (3 fache 44 130 45 — 2,0° ? — 

| Hefekonz.) 00*) Bertr. 5 50 

4. ebenso| 14,5 28 10 _ = — 

a (939 - 0 9 Pe 

39) 44 as rn 0,879 
o0*) Bertr. | 21 48 





*) © = konstanter Endwert. 


. 
ee 


nicht u Aus den CO,-Mengen der 3. und 4.Spalte und dem 
ende ‘7 uckergehalt der Restlésungen (5. und 6. Spalte) errechnet 
f dieg Sich das ,Zuckerdefizit*. Wiahrend in den ersten beiden Ver- 


‘Buchen nur 20 bzw. 22°/, endgiiltig der alkoholischen Ver- 
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girung entzogen bleiben, wachst bei VergréBerung der Hefe. 
konzentration dieser Betrag bis auf 50°/, — Zuckermengey, 
die in beiden Fallen 1/,—}/, der vorhandenen Hefetrocken. 
substanz ausmachen. Durch heftiges Schiitteln wurde dic 
Méglichkeit ausgeschaltet, daB dieser Effekt durch CO,-Reten. 
tion vorgetiuscht wiirde. Auch eine Alkalisierung des (iy. 
gutes, welche Kohlensdéure verschwinden lieBe, kommt nicht iy 
Betracht. Es bleibt also nur die eingangs gemachte Annahme 
iibrig, daB die Trockenhefe in noch gréBerem Umfang als die 
frische Hefe einen Teil des dargebotenen Kohlehydrates 4]; 
Aufbausubstanz verwendet und ihn der Garung entzieht. 


Induktion und Hefekonzentration. 
Aus dem folgenden Versuch ergibt sich, entsprechend den 
im theoretischen Teil gezogenen Schliissen, daB die Dauer der 
Induktion von der Hefekonzentration abhingt. 

















Hefe Glucose cem CO, nach 2 8 18,5 42,5 Std. 
» 2 1 g 0 0 10 169 
2. 2 L D 12 76 187 
3. 8 1 23 43 156 177 
‘“ (2 0,5 0 0 5 72 

oe | a (10) (144) 














Und zwar wird durch die Steigerung der Hefekonzentration 
die Induktionsperiode verkirzt; es kommt schneller zur Bil- 
dung der erforderlichen Menge girfahiger Zellen. 

DaB hierfiir weder die Zuckerkonzentration noch deren Verhiitais 
zur Hefenmenge von Bedeutung ist und daB es bloB auf die absolute 
Konzentration der Hefe ankommt, zeigt der 4. Versuch der wieder: 
gegebenen Serie. Die lange Induktion entspricht dem 1. Versuch, der 
mit der gleichen Hefenkonzentration gemacht wurde, nicht dem 2, mit 
dem der 4. Versuch im Verhiltnis Hefe: Zucker (2:1) iibereinstimmt. 


Inkubation. 


1 g Hefe Nr. 4 wurde zur Girung angesetzt, jedoch nach 8 Stunden 
abzentrifugiert. Der erhaltene Bodensatz wurde quantitativ in eine 


frische Zuckerlésung gebracht. Als Kontrolle wurde eine normale Gé 
rung mit derselben Hefensorte angesetzt. 
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CO,-Entwicklung in cem 








nach 9,5 17 18,7 38 Std. 
inkubierte Hefe 96 174 195 225 
Kontrollversuch 60 108 132 232 











Dieser Versuch zeigt, welchen Vorsprung die Hefe durch 
Vorbehandlung mit Zuckerlésung gewinnt. 


Zerreibung. 


Getrocknete Léwenbriuhefe vom Typus der Hefe Nr. 4 
wurde 2 Stunden lang mit der 5fachen Menge Seesand im 
Morser zerrieben, so daB im Mikroskop nur mehr vereinzelt 
Zellen in unzerstértem Zustand erkennbar waren. Die Girung 
dieser zerriebenen Hefe wurde mit einer Garung derselben 
Hefe in unzerriebenem Zustand (unter Zusatz der entsprechenden 
Menge Seesand) verglichen. Die beschidigte Hefe erreichte 
infllge ihres viel geringeren Gehaltes an lebensfihigen Zellen 
erst nach einer Zeit Girkraft, wahrend der die normale 
Trockenhefe bereits allen dargebotenen Zucker vergoren hatte. 


Beispiel: 1 g Hefe, 5 g Seesand, 20 cem 5°/,ige Glucoselésung. 














ecm CO, nach 14 16,5 21 Stunden 
zerrieben 74 130 235 
unzerrieben 2238 — —_ 








Meinem verehrten Lehrer, Herrn Geheimrat Prof. R. Will- 
stitter, in dessen Laboratorium diese Arbeit im Herbst 1921 
ausgefiihrt wurde’); danke ich fiir das Interesse und die Férde- 
rung, die er mir bei diesen Versuchen angedeihen lieB. 


') Dissertation, Miinchen 1922. 
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Zur Kenntnis 
der Sorptionsfihigkeit von Metallhydroxyden. II. 
Von 
H. von Euler und Ragnar Nilsson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. November 1923.) 


Wie unsere I. Mitteilung’) tiber das gleiche Thema, s 
bezieht sich auch die vorliegende speziell auf die Sorption von 
Saccharase. 

Wir versuchen, wie friiher, eine Vorstellung dariiber 
gewinnen, welche Eigenschaften von Sorbens und Sorbat de 
Grad der Sorption bestimmen, indem wir zwei ihrer Dispersitit 
nach ihnliche, ihrem elektrochemischen Verhalten nach ver- 
schiedene Metallhydroxyde, Aluminiumhydroxyd und Lanthan- 
hydroxyd hinsichtlich ihrer Sorptionsfahigkeit unter wechselnden 
Bedingungen vergleichen. 

Seit unserer ersten Mitteilung haben wir auch die Gleich- 
gewichte dieser Hydroxyde mit verdiinnten Siuren und Basen 
niher untersucht”), wobei sich gezeigt hat, daB im Gleich- 
gewicht mit sehr verdiinnten Sauren (0,001-n. und gréBere 
Verdiinnungen) die Starke der Hydroxyde als Basen deutlicl 
hervortritt, indem das als Base sehr viel stirkere Lanthav- 
hydroxyd von Essigsiure fast vollstindig neutralisiert wird, 
wihrend mit Aluminiumhydroxyd ein Gleichgewichtszustand be 
Py = 5—6 eintritt. Auch konnten bei Lanthanhydroxyd keine 





1) Euler u. Ragnar Nilsson, Diese Zs. Bd. 131, S, 107 (192%) 
*) Euler u. Ragnar Nilsson, Chem. Ber. Bd. 57, 2. Heft (1924) 
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sguren Kigenschaften gemessen werden, wihrend bekanntlich 
Aluminiumhydroxyd ein ausgesprochener Ampholyt ist. In 
diese Gleichgewichtsmessungen sind die frisch gefallten Hydr- 
oxyde einbezogen worden. 

Auch fir die Sorptionsuntersuchungen miissen die frischen, 
nicht ,,gealterten“ Hydroxyde beriicksichtigt werden, und wir 
haben ihre Wirkung bei beiden Basen mit derjenigen alter 
Priparate verglichen. 


Bemerkungen zur Methodik. 


Der relative Saccharasegehalt der Lésungen wurde durch 


die polarimetrische Bestimmung der Inversionskonstanten fest- 
| gestellt. 


Bei den Inversionsversuchen fanden 2 Inversionsmischungen 


; Verwendung. 


1. Eine in unserer I. Mitteilung angewandte Phosphat- 
mischung von der Zusammensetzung 


10 g Rohrzucker, 79 com Wasser, 
20 eem KH,PO,-Lésung, 1 cem Enzymmischung. 


Die Aciditaét dieser Lésung war py = 4,9. 
2. Kine Acetatmischung von der Zusammensetzung: 


10 g Rohrzucker, 79 com Wasser, 
10 ccm 0,5 n-Essigsaure, 1 cem Enzymmischung, 
10 cem 0,5 n-Natriumacetatlésung. 


Die Aciditét dieser Lésung war p, = 5. 


Ks wurden 2 Saccharasepriparate von verschiedenem Rein- 


-heitsgrade verwendet. 


1. Eine bei unseren friiheren Versuchen angewandte 


Saccharaselésung: Jf urspriinglich = 22,86, bei diesen Ver- 
suchen durch Altern etwas inaktiviert und nun Jf = 17,31. 


2. Kin von Herrn Kark Josephson dargestelltes Priparat. 


; If urspriinglich = 180, bei diesen Versuchen Jf = 120. 


Alle Sorptionen sind, sofern nichts anderes angegeben ist, 


sowohl mit Aluminium- als mit Lanthanhydroxyd bei p, = 7 
; Ausgefiihrt. 
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A. Sorption an frisch gefalltem Aluminiumhydroxyd. 


Versuch 1a. 
leem 0,0513 tiqu. n-Al,(SO,), + 0,25 cem NaOH’) + 10 cem Ep. 
zymlés. (Misch. 1a). 








—onneen a RA SAA RS SES Sameera a 


Inversionskonst. /;-10* 











1 eem Misch. 1a + 99 ecm Inversionsmisch. 74,8 | 84,2 80,7 





Es war also das gesamte Enzym in Gegenwart des 'on- 
erdehydrates wirksam. Die Aktivierung von 80,7 auf 84,2 ist 
noch nicht aufgeklart. 


Versuch 1b. Filtrat von la. 
Angewandte Al-Menge entspricht 0,90 mg Al,Q,. 








Inversionskonst. /-10* 


korr. | nicht sorbiert sorbiert 
gef. 


68,1 (Beil. VII, 2) 76,6 94,9°/, 5,1°/, 











Versuch 2. 
2 ecm 0,0513 fiqu. n-Al,(SO,), + '/, cem NaOH + 10 cem Enzym- 
lés. (Misch. 2). 
Angewandte Al-Menge entspricht 1,7 mg Al,Q,. 
1 cem Filtrat der Misch. 2 + 99 cem Inversionsmisch. gibt: 








Inversionskonst. k- 104 


korr. | nicht sorbiert sorbiert 
gef. 











52,7 (Beil. VII, 3) | 65,9 81,7°, 18,3°/, 


B. Versuche mit 4 Monate altem Lanthanhydroxyd. 


1, Einflu8 der Sorptionszeit. 
Lanthanhydroxyd pq = 6,2—6,4. 














10 ccm Enzymlésung jSorptions-| S © Inicht sor-| sorbiert; | Beil 
nach Sorption mit zeit <2 | sx | biert; °/, * Nr. 
vn — feel — seb = L1 

92,0 mg La,O, 4,5 Min. | 24,1]39,3] 92,7 7,3 I, 2 
92,0 mg La,O, 12 = ,,_-«|. 24,2189,5] 93,0 7,0 I, 3 























1) Das Alkali wurde in sehr kleinen Tropfen unter stiindige™ 
Schiitteln zugesetzt. 
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’ Inversionskonst. k-10* | nicht sorbiert; °/, 


| unwirksam. 
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2. EHinfluB der Aciditat auf die Sorption. 


4cecm Enzymliésung nach Sorption mit 174,8 mg La,Q. 
Phosphat-Inversionsmischung. 1 ccm Filtrat. 











Essigsiure -104| &.- 104 nicht sorbiert] sorbiert Beil. Nr 
oder NH, ies ; lo °lo ; 
2 ccm 5,6 6,3 28,4 67,0 33,0 II, 1 
0 » 6,4 7,2 28,8 67,9 32,1 II, 2 
. 7,9 | 7,9 | 35,6 84,0 16,0 Il, 3 
oe » 8,1 | 7,6 | 36,1 85,1 14,9 Il, 4 




















C. Sorption an frisch gefalltem Lanthanhydroxyd. 
Versuch 1a. 
4cem 0,0975 tiqu. n-LaAc, + 2,92 eem 0,1337 n-NaOH + 4,8 cem 


| 0,1 n-Essigsiiure + 10 cem Enzymlés. (Misch. 1). py = etwa 7 (Naphthol- 


phthalein). 
Inversionskonst. /-10* 

Inversions-Phosphatmischung RE INGIED: SOE Taner 

gef. | korr. | urspr. 





1cem Misch. 1+ 99cem In- | 16,6 (Beil. IV, 2) | 36,1 | 42,4 
versionsmisch. 





Bei Untersuchung der Suspension wurde statt k-10* = 42,4 


nur 36,1 gefunden, es wurden demgemiB nur 85,0°/, der urspriing- 
lichen Aciditét erhalten. Dieses Resultat gilt fiir die Anwen- 
_ dung der Inversions-Phosphatmischung. 


Versuch 1b. Filtrat von la. 








sorbiert; °/, 





0 (Beil. IV, 1) 0 100 
Inversions-Phosphatmischung 


Von der sorbierten Saccharase (100°/,) sind also 15°/, 








Versuch 2. 


Es war der Verbleib des Defizits von 15°/, aufzukliren. 
| “Zu diesem Zweck wurde im analog angestellten Versuch 2 
| die gesamte Suspension in Essigsiure gelést und dann die 
| Aktivitit untersucht. 


Rae 
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2ecm 0,0975 fiqu. n-LaAc, + 1,46 ccm 0,1337 n-NaOH + 2,4 com 
0,1 n-Essigsiure + 1,02 cem 0,5 n- Essigsiure + 5 ccm Enzymiis, 
(Misch. 2). py etwa 4,6 (colorimetrisch), 








Inversionskonst. /-10* 
hvenwios-Traaeinishee —_—_——_ 
gef. | korr. | urspr. 








1eem Misch. 2 + 99 cem In- 
versionsmisch. 


11,7 (Beil. IV, 3) | 42,5 | 424 








Hier wurde also die gesamte Aktivitit der angewandten 
Saccharase zuriickerhalten (Konstanten 42,5 und 42,4). Daraus 
war zu schlieBen, daB der Verlust von 15°/, im Versuch | 
nicht von einer irreversiblen Zerstérung herriihrte, 
sondern von einer reversibeln Inaktivierung. Eine solche In. & 
aktivierung trat nur ein, wenn Phosphat in der Inversions- & 
mischung angewandt wurde, welche die Fiillung von Lanthap- 
phosphat erzeugte. Die Versuche 1 und 2 machen also wahr- 
scheinlich, da8 Lanthanphosphat die Saccharase sorbiert und 
daB die Sorption sich von derjenigen am Hydroxyd dadurch 
unterscheidet, da& die an Lanthanphosphat gebundene Saccha- 
rase enzymatisch unwirksam ist. 


Versuch 3a. 


Der Versuch 1 wurde nun mit einem reineren Saccha- 
rasepriparat, Jf = 120, wiederholt. 

1 cem 0,0975 aiqu. n-LaAc, + 0,73 ecm 0,1337 n-NaOH +1,2 cew 
0,1 n-Essigsiiure + 5 ccm Enzymlés. (Misch. 3). pg etwa 7 (Naphthol- 
phthalein). 








Inversionskonst. k-10* (Acetatmisch.) 





gef. | korr. | urspr. 








86,6 | 80,7 


| 
} 
j 


1 ecem Misch. 8 + 99 cem In- | 54,6 (Beil. VI, 2) 
versionsmisch. 








Versuch 3b. Filtrat von 3a. 








Inversionskonst. /£-10* Acetatmisch. | nicht sorbiert sorbiert 





0 (Beil VI, 1) | 0 %/, | 100 °/, 
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Bei Anwendung von Acetat-Inversionsmischung statt Phos- 
phatmischung wird also die gesamte sorbierte Enzymmenge 
aktiv gefunden. 


Versuch 4a. 


Es wurde nun die Menge des Sorptionsmittels, Lanthan- 
hydroxyd, eingeschrankt, um zum Maximum der Sorptions- 
fihigkeit dieses Hydroxyds zu gelangen. 

1 cem 0,0975 iqu. n-LaAec, + 0,73 cem 0,1337 n-NaOH + 1,2 cem 
0,1 n-Essigsiure + 10 com Enzymlés, (Misch. 4). py etwa 7 (Naphthol- 
phthalein). 

















gef | korr urspr. 
teem Misch. 4 + 99 cem In- 55,3 (Beil. VI, 3) 71,5 80,7 


| 


versionsmisch. 





Statt der Konstante 80,7 wurde 71,5 gefunden, woraus 
sich wie bei Versuch la eine Inaktivierung berechnet, und 
zwar von 11,4°/,; auch hier war Phosphat anwesend. 


Versuch 4b. Filtrat von 4a. 
Angewandte La-Menge entspricht 5,3 mg La,O,. 





Inversionskonst. /£-10* (Acetatmisch.) ; 
ted nen - ____} nicht sorbiert °/, | sorbiert °/, 








gef | korr. | urspr. 
21,7 (Beil. VI, 4) | 28,1 80,7 34,8 %/, 65,2°/, 








Ks wurde diesem Versuch zufolge an 5,3 mg La,O, eine 
aktive Saccharasemenge sorbiert, welche wir zunichst folgender- 
maBen berechnet haben: 

Angew. Priparat (/f= 120) 4,76 mg. Nehmen wir fir 
reine Saccharase Jf = 250 an, so wurde angewandt 2,3 mg reine 
Saccharase. Davon sorbiert 65,2°/, = 1,5 mg Saccharase. Da 
das Aquivalentgewicht des Lanthanoxyds 163 betrigt, so ent- 
sprechen 0,032 mg Aqu. La/3 also 0,0003 mg Aqu. Saccharase, 
wenn man mit dem natiirlich noch sehr unsicheren Aquivalent- 
gewicht 5000 rechnet. 

Indessen ist eine solche Umrechnung der Saccharase auf 
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den maximalen Wirkungsgrad Bedenken unterworfen, da be; 
Anwesenheit von Verunreinigungen entsprechend mehr Lanthan- 
hydroxyd verbraucht wird (vgl. S. 30). 

Jedenfalls geht aus dieser Uberschlagsrechnung hervor. 
da8 zur Sorption des Enzyms ein sehr groBer Uberschuf yon 
Hydrat erforderlich ist, auch wenn dieser in frisch gefiilltey 
Form zur Verwendung kommt. 

Die folgende Tabelle gibt eine Zusammenstellung der 
Sorptionsfahigkeiten!) unserer Praparate. 














, mg-Mol | SorbiertSac- | mg Mol '/, Me 

Hydroxydpraparat 1/,Me-10° | charase mg |mgSaccharase 
Aluminium- { 9 Monate alt 53100 1,43 37100 
hydroxyd A frisch gefallt 10000 0,42 23 800 
ee 4 Monate alt 804300 0,60 1340500 
vdenues 3 Wochen alt 169300 1,40 121000 
frisch gefallt 9800 1,49 6 600 











Natiirlich gelten die erhaltenen Zahlenwerte zunichst nur 
fiir unsere Praparate; wir haben noch keine Erfahrungen 
dariiber, in welchem Grade die ermittelten Zahlen bei Ver- 
wendung anderer gleich alter Praiparate reproduzierbar sind. 
Indessen zeigen die obigen Ergebnisse Folgendes: 

1. Die Sorptionsfaihigkeit ist um so geringer, je ilter das 
Sorbens ist; dies beruht zweifellos darauf, daB der Dispersitiits- 
grad mit zunehmendem Alter abnimmt, die sorbierende Ober- 
flache wird kleiner. Gleichzeitig tritt vermutlich Dehydratation 
ein, also Bildung der Molekiilart OMeOH. Beim Lanthanhydroxyd 
zeigte sich der Einflu8 des Alters besonders stark. Wegen 
dieses Einflusses des Alters ist es schwer, die Sorptionsfahigkeit 
der Hydroxyde verschiedener Metalle miteinander zu vergleichen. 
Immerhin ergab sich fiir Al(OH), und La(OH), die gleiche GréBen- 
ordnung, was sich schon zeigt, wenn man die in der Fig. 2 





) Willstaitter u. Racke haben die Berechnung eines ,,Adsorptions- 
wertes“ vorgeschlagen, der fiir Saccharase spezifiziert ist (Liebigs Ann. 
der Chem. Bd. 425, S. 1 u. zw. 8.66 [1921]. Vgl. Willstitter u 
Wassermann, diese Zs. Bd. 123, S. 181 u. zw. S. 184 (1922). Wir 
kommen in einer spiteren Mitteilung darauf zuriick. 











er 
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unserer vorhergehenden Mitteilung fir mg angegebenen Kurven 
in mg-Aquivalente umrechnet. 

2. Frisch gefailltes Lanthanhydroxyd besitzt gegeniiber 
Saccharase héhere Sorptionsfahigkeit als frisch gefalltes Alu- 
miniumhydroxyd. Daraus geht hervor, daB die Sorptions- 
fihigkeit des letzteren Stoffes nicht auf seinem Charakter als 
amphoterer Elektrolyt beruht. 


Geht man von der Annahme aus, da8 Sorptionen auf 
chemischen Reaktionen in Grenzflichen beruhen’), so wird 
man versuchen, auch die Sorption der Saccharase an Metall- 
hydroxyd als Salzbildung an der Hydroxydoberflache zu deuten. 
Man wird dann in erster Linie nach den stéchiometrischen 
Beziehungen zwischen Hydroxyd und Enzym fragen und zu- 
nichst die Mengen Hydroxyd zu ermitteln suchen, welche sich 
mit einer Gewichtseinheit Saccharase verbinden. Zur Be- 
rechnung der letzten Spalte der obigen Tabelle ist nur die 
Inversionsfahigkeit des angewandten Saccharasepriaparates 
If=120 auf reine Saccharase unter Annahme If = 250 
extrapoliert worden; darin liegt offenbar eine erhebliche 
Unsicherheit. 


Ware die Gesamtmenge des Hydroxyds molekulardispers 
verteilt oder der Oberflichenreaktion zuginglich, so kénnte 


: man erwarten, daB sich durch Salzbildung die gleiche Menge 


'}, Al mit der Saccharase verbindet, wie Ag (festgestellt durch 


Vergiftungsversuche*) und durch Analyse des Silbersalzes’) 


baw. Alkali (zufolge der Aktivitits-p,,-Kurve). Es wiirde dann 


1 Al-Aquivalent auf 1 Saccharasiequivalent kommen, welches 
_ zu etwa 5000 anzunehmen ist.) 


Kine solche Beziehung findet man indessen nicht und 


war bei dem Dispersititsgrad des Hydroxyds auch nicht zu 


a ee 


q ') Siehe hierzu Euler u. Bucht, Zs, anorg. Chemie Bd. 126, S. 269 
| (1923), ferner Moravek, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 8, Nr. 30 (1923). 
q *) Euler u. Myrbiack, Sv. kem. Tidskr. Bd. 34, 8. 222 (1922). 
_ Myrbiack, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. 8, Nr. 29 (1923). 

*) Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, S. 446 (1928). 

*) Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, S. 453 (1923). 
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erwarten; die zur Sorption von 1 Aquivalent Saccharase er. 
forderlichen Mengen Hydroxyd, auch frisch gefialltes, sind rund 
50—100 mal so groB als die stéchiometrisch berechnete Menge. 
Dies ergibt sich aus der folgenden kleinen Tabelle. 





A 














Saccharase mg Mol '/, Me 
mg Aguiv. 10° mg-Aquiv.-Saccharase 
Aluminium- 9 Monate alt 29 1800 
hydroxyd frisch gefillt 8 1200 
ie 4 Monate alt 12 67000 
dnonpa 3 Wochen alt 28 6000 
frisch gefiillt 30 325 








Das tabellierte Verhiltnis ist mit dem Saccharaseiiquivalent aus- 
gerechnet; auf den hypothetischen Charakter der Rechnung hat der 
eine von uns hiugewiesen. Beriicksichtigt man die anwesenden Verun- 
reinigungen gemiB S. 27, so ergibt sich der Quotient der letzten Spalte 
erheblich kleiner. 

Das giinstigste Verhiltnis ist bei Lanthanhydroxyd etwa 50. 

Uber die Bindung des Aluminiums und Lanthanhydroxyds 
an Saccharase ist noch folgendes zu bemerken: 

Ware diese Bindung analog mit derjenigen des Silbers oder 
Alkalis, so wire zu erwarten, daB das Aluminium- und Lanthan- 
salz der Saccharase-Rohrzuckerverbindung (welche angeniihert 
die gleichen Dissociationskonstanten K, besitzt) wie die freie 
Saccharase?) inaktiv ist. Nun ist die am Hydroxyd gebundene 
Saccharase, wie sehr bemerkenswerte Versuche von Meyer- 
hof*) und Michaelis gezeigt haben, enzymatisch vollstindig 
wirksam. Daraus ist der SchluB zu ziehen, daB die Bindung 
der Saccharase an diese Sorbentien nicht an der gleichen 
Gruppe erfolgt, welche den isoelektrischen Punkt der Saccharase 
bestimmt und ihre Aktivitit bedingt. Vermutlich erfolgt die 
Bindung dieser Sorbentien am EiweiBteil der Saccharase. 

Man kann dann noch fragen, wie es kommt, daB die 
untersuchten Hydroxyde nicht die Saccharase durch eine a 





1) Siehe Euler, Josephsonu. Myrbick, Diese Zs. Bd. 134, S. 39 
(1924).—Euleru. Josephson, Vet, Akad. Arkivf Kemi Bd.9, Nr. 4 (1924) 
*) Meyerhof, Pfliigers Arch. 157, 251; 1914. 
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| jhrer aktiven Gruppe eintretende Salzbildung imaktivieren, da 


wir ja annehmen, da die Saccharase-Rohrzuckerverbindung 


eine Séure von nicht unerheblicher Starke (K, = 30~*) ist. 
Was das Aluminium betrifft, so wird wegen der auBerst schwach 
| pasischen Eigenschaften des Hydroxyds eine ziemlich voll- 
| stindige Hydrolyse Saccharase-Rohrzuckersalzes statthaben. 
 Dagegen ist Lanthan eine bedeutend stirkere Base, etwa dem 


Ammoniak vergleichbar; die Salzbildung mit einer Siure von der 
Konstanten K, = 1077 miiBte merkbar sein. Der Grund, wes- 
halb diese Salzbildung nicht in die Erscheinung tritt, ist wohl 
der, daB dieses Lanthansalz der Rohrzucker-Saccharasesiure 
bei der Aciditit, welche zur Messung der Inversionsgeschwindig- 
keit eingestellt wird, p, = 4,5 wieder zerlegt wird. 


D. Sorption auf Lanthanhydroxyd bei der Ausfallung. 


Versuch 1. 


Nachdem sich gezeigt hat, da® die Sorptionsfihigkeit des 
frisch gefallten Lanthanhydroxyds diejenige eines gealterten 


| Priparates wesentlich iibertrifft, wurde versucht, die Wirkung 
' noch dadurch zu steigern, daB die Ausfillung des Hydroxyds 
' in Gegenwart des Enzyms vorgenommen wurde. Es war immer- 
4 hin méglich, daB das rund 10—30 Minuten dauernde ,,Altern“ 
die Kigenschaften des Hydroxyds schon wesentlich verindert. 


es 
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Bas le eat Cee 


10ecm Enzymlés. + 4 cem 0,01 fiqu. n-LaAc, + 4 cem 0,01 n-NaOH 
(Misch. 1). 

Angewandte La-Menge entspricht 2,2 mg La,Q,. 

1eem Filtrat der Misch. 1 + 99 cem Inversionsmisch. gibt: 




















Inversionsk. k-10* (Phosphatmisch ) nicht sorbiert sorbiert 
gef, | korr. | urspr. */, */o 
22,0 (Beil. II, 1)| 39,6 | 42,4 93,4 6,6 
| | 








Versuch 2a. 


Um eine hodhere Sorption zu erreichen, wurde im Ver- 
such 2a eine héhere Lanthankonzentration angewandt. 


rooen Milas cacreiabe: Merten 
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10 com Enzymlds. + 4 ccm 0,0975 aiqu. n-LaAc, + 2,92 ecm 0,1337 
n-NaOH (Misch. 2). 








REN ia 


Inversionskonst. /;- 10+ 





gef. | korr. | urspr, 








1eem Misch. 2 +99cem In- | 16,0 (Beil. UI, 4) | 27,1 | 42, 
versionsmisch. (Phosphat) | 





Es zeigt sich an den Konstanten 27,1 und 42,4, dag 
36,2°/, des Enzyms inaktiviert sind. Dieses konnte dure} 
die Wirkung des (bei der Fallung des Hydroxyds) in Tropfen 
ausfallenden freien Alkalis veranlaBt sein, wonach eine irr. 
versible Zerstérung eingetreten wire. Ob das der Fall war, 
wurde im Versuch 3 gepriift. 


Versuch 2b. Filtrat von 2a. 








Inversionskonst. /-10‘(Pbosphatmisch.)} nicht sorbiert; °/, | sorbiert; "), 














0 (Beil. ILI, 2) 0 100 


Versuch 2c. Filtrat von 2a, mit Essigsiure versetzt. 





Inversionskonst. k-10*(Phosphatmisch.) nicht sorbiert; °/, | sorbiert; ° 




















0 (Beil. II, 3) | 0 100 


Versuch 3. Priifung auf irreversible Inaktivierung. 


10 cem Enzymlés. + 4 com KH,PO, + 2,92 cem 0,1387 n-Na0ll 
(Misch. 3). 


————— 











Inversionskonst. /-10* 


4 gef. oth | korn. | urspt 





1 cem Misch. 3 + 99 cem In- | 22,4 (Beil. IL, 5) 37,9 | 424 
versionsmisch. (Phosphatmisch.) 








Aus diesem Versuch, welcher kein Sorptionsmittel ett 
hilt, ergibt sich bei der gleichen Art des Alkalizusatzes 1 
Tropfen bei Gegenwart von Enzym eine irreversible Inaktivierul 
von 42,4 auf 37,9, also 10,6°/,. Dieselbe fallt immerhin lt 
deutend geringer aus als die in Versuch 2a erhaltene (36,2'), 














» yersionsmisch. (Phosphatmisch.) 
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Versuch 4. 


Es wurde nun versucht, diese Inaktivierung durch ein- 
tropfendes Alkali dadurch zu vermindern, daB bei 0° ge- 
arbeitet wurde. 


10 cem Enzymlésg. + 4 ccm 0,0975 aqu. n-LaAec, + 2,92 cem 0,1337 
n-NaOQH (Misch. 4). 








Inversionskonst. /-10* 





teem Misch. 4 + 99 eem In- 





Auch bei der Temperatur 0° betrug die irreversible In- 


) aktivierung 37,0°/,, war also annahernd so groB wie beim 
Versuch 2a. Es wird also aus den Versuchen 2a—4 wahr- 


scheinlich, daB beim beschriebenen Verfahren, Hydroxyd in 


| Anwesenheit von Enzym auszufallen, 1 Teil des Enzyms so 
sorbiert wird, daB es enzymatisch nicht mehr wirksam ist. 


LE. Uber die Wirksamkeit der Saccharase in sorbierter Form. 


Versuch 1. 


5 cem Aluminiumsulfatlés. + 1,25 cem NaOH + 5cem Enzymlés. 


©2cem der A(OH),-Suspension wurde zu einer Acetat-Inversionsmischung 
»von 20 g Rohrzucker, 20 ccm 0,5 n-Essigsiure, 20 cem 0,5 n-NaAc-Liésung 
‘und 108 ccm Wasser zugesetzt. 


Nach 15 Minuten wurde die Hilfte der Inversionsmischung 


Hiltriert. Hierauf wurden der filtrierten und der unfiltrierten 
_ lnversionsmischung gleichzeitig Proben entnommen. 

















Minuten Drehung I Drehung II Differenz 
28 8,32 8.31 — 0,01 
41 3,00 3,02 + 0,02 
50 2,76 2,80 + 0,04 
60 2,50 2.58 + 0,08 
70 2,32 2,38 + 0,06 











Offenbar befand sich die Saccharase in der Inversions- 


Mischung quantitativ in Lésung. 


io) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXIV. 


Sig ARR gre 
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Versuch 2a. 


10 eem Enzymlésung + 4 cem Suspension gealtertes Al(OH),. 
Priifung der Saccharaselésung Beil. V, 3. 
2 ccm Suspension zu 198 ecm Acetat-Inversionsmischung. 
k+10* k = 50,2 k+10* (korr.) = 70,3. 
Wirksam 88,5°/,. (Beil. VIII, 1). 


Versuch 2 b. 


Hierauf wurde das Aluminiumhydroxyd abfiltriert und 
das Filtrat wurde mit der Acetat-Inversionsmischung ge. 
priift: k = 0 (Beil. VIII, 2). 


Versuch 2c. 


Ks wurde gepriift, ob die Sorption vollstandig war. 
l ccm Filtrat (der Enzym-Hydroxydmischung zur Acetat. 
Inversionsmischung: & = 0 (Beil. VIII, 3). 


Versuch 2d. 
Die Prifung der Suspension wurde wiederholt. 


k-10* = 51,1 k-10* (korr.) = 71,5. 
Wirksam 89,9 °/, (Beil. VIII, 4). 


Priifung der Saccharaselésung: Beil. V, 3. 


Versuch 2e. 


1 ccm Enzymlésung und 1 ccm Tonerdehydrat-Suspensio 


wurde mit einer Inversionsmischung versetzt, welche folgender- 


maBen zusammengesetzt war: 
10 g Rohrzucker, 10 cem 0,5 n-NaAc-Lésung, 
10 cem 0,5 n-Kssigsiure. 73 com Wasser. 
k-10* = 69,8. Wirksam 48,6 °/, (Beil. VII, 5). 


Priifung der Lanthanlésung: Beil. V, 4. 





Ss 


Pll, 4 
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Beilagen. 


Il. 35 








Nr. Minuten 





Drehung k+104 





1,3 0 








3,17 a 
3,00 - 
2,63 40,6 
2,10 42,2 
1,21 44,5 


3,18 rm 
2,83 25,3 
2,57 22,5 
1,95 24,6 


3,22 en 
2,90 22,8 
2.54 24,9 
1,96 24,9 


3,18 sia 
2,81 6,5 
2,67 6,1 
2.48 6,4 


3,18 ie 
2,58 1,3 
2,43 7,0 


3,18 a 
2,72 8,2 
2,58 7,3 
2,31 8,2 


3,18 wn 
2,95 8,0 
2,75 7,7 
2,60 7,0 


3,22 an 
2,91 23,3 
2,68 20,1 
2,07 22,7 


3,15 - 
3,20 0 
3,20 0 
3,20 0 








Mittel 





3* 
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Minuten 





Drehung 











0,5 
15 
30 
60 


0,5 
15 
30 
60 


0,5 
15 
30 
60 


0,5 
15 
30 
60 


0,5 
15 
30 
60 


0,5 
30 
60 
90 


0,5 
15 
30 
60 





3,21 
3,20 
3,20 
3,20 


3,16 
2,95 
2,71 
2,30 


3,19 
2,91 
2,57 
1,97 


3,15 
2,90 
2,79 
2,31 


3,18 
3,17 
3,17 
3,17 


8,15 
2,72 
2,25 
1,87 


3,20 
2,94 
2.12 
2,31 


3,15 
2,50 
2,12 
1,52 


3,15 
2,50 
2,19 
1,53 











37,9 


36,1 


80,7 


711s 





) VI, 
VI, 
| VI, 


VI, 


) 


B VII, 3 
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| Nr. Minuten Drehung be Mittel 
V,3 0,5 3,17 me 
10 2,54 
15 2,15 79,5 
25 1,55 
V, 4 0,5 3,18 a 
10 2,52 
15 2,16 78.9 
25 1,60 
| VI, 1 0,5 3,21 * 
13 3,17 
28 3,14 0 
62 3,16 
t VI, 2 1 3,16 wi 
: 10 2,70 
15 2,46 54,6 
25 2,05 
| vI,3 0,5 3,13 - 
10 2,71 
15 2,42 55,3 
25 1,87 
; VI, 4 0,5 3,20 - 
15 2,95 
30 2,55 21,7 
60 2,02 
VII, 1 0,5 3,20 = 
10 2,56 
15 2,23 74,8 
25 1,71 
| VII,2 0,5 3,16 ee 
: 15 2,35 
31 1,56 68,1 
: 60 0,41 
s VII,3 0,5 3,15 = 
15 2,53 
30 1,87 52,7 
60. 0,79 
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a, 





Nr. Minuten Drehung k-104 Mittel key +108 
VIII, 1 0,5 3,16 — — _ 
10 2,15 45,9 
15 2,48 51,6 50,2 703 - 
20 2,25 53,1 i gar 
VIII, 2 38 1,88 _ — = : 
58 1,87 divs a = 
68 1,89 tie ae a 
78 1,88 a nn * 
VIII, 3 0,5 3,13 _ — _ 
10 3,15 0 
20 3,16 0 0 0 
80 3,16 0 
VILI, 4 0,5 3,17 ~ oe a 
14 2,56 49,1 
21 2,27 49,7 51,1 11,5 
35 1,66 54,4 
VIII, 5 1 3,18 - od i 
10 2,55 69,8 
15 2,27 69,5 69,8 69,8 
25 1,76 70,0 





























| Zur Berechnung der Aktivitats-pu-Kurve der Saccharase. 


Yon 
H. v. Euler, K. Josephson und K. Myrbiick. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. November 1923.) 


Die Berechnung der Aktivititskurve der Saccharase hat 


Michaelis auf die Annahme gegrindet, daB dieses Enzym 
‘als amphoterer Elektrolyt fungiert und nur durch diejenigen 
Molekiile katalytisch wirkt, welche nicht dissoziiert sind.?) 
‘Unter Beriicksichtigung der Alteren Grundannahme, daB der 
i virksame Teil des Enzyms mit dem Substrat verbunden sein 
imub, hat Michaelis die urspriingliche Annahme dahin ab- 
‘geindert, daB fir die Abhiangigkeit der Aktivitit von dem 
‘Siuregrad der Liésung nur die Molekiilart undissoziierter 
(Saccharase-Rohrzucker in Betracht kommt.?) 


Unter Betonung des groBen Wertes, welchen die genannte 


Michaelissche Theorie fiir die theoretische Enzymchemie gehabt 
phat, da sie die erste war, an welcher eine zahlenmiBige Prii- 
‘ung erfolgt ist, wurde schon frither darauf hingewiesen, daB 
‘der KinfluB der Aciditit auf die enzymatische Wirksamkeit 


sich auch in anderer Weise beschreiben l48t als unter den 


von Michaelis gewaihlten Voraussetzungen.’) 


|  ') Michaelis u. Davidsohn, Biochem. Zs. Bd. 35, S. 366 (1911). 
‘Michaelis u. Menten, ebenda Bd. 49, S. 383 (1918). 

' +) Michaelis u. Rothstein, Biochem. Zs. Bd. 110, S. 217 (1920). 
5) Euler, Sv. Kem. Tidskr. Bd. 33, S. 37 (1921). — Chemie der 
jEnzyme, 2. Aufl. I. Tl. (1920). Willstitter, Graser u. Kuhn, Diese 
43. Bd. 123, S.1 und zwar 60 (1922). Willstitter u. Kuhn, Diese 
Zs. Bd. 125, S. 28 und zwar 44 (1923). 
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An dem Enzym, an welchem die Michaelissche Theorie 
am hiufigsten und eingehendsten gepriift worden ist, der Sacchg. 
rase, ist in der letzten Zeit die Reinigungsarbeit so weit fort. 
geschritten, daS man hoffen kann, daB an den hochgereinigten, 
wenn auch noch nicht vollkommen reinen Priparaten die Ver. 
unreinigungen den amphoteren Charakter der Priparate jy 
nicht allzu hohem Grade beeinflussen. 

Mit einem solchen hochaktiven Priiparat sind die Ver. 
suche iiber die Salzbildung der Saccharase ausgefiihrt, welche 
in einer vorhergehenden Mitteilung beschrieben wurden, 
Wenn auch durch dieselben die saure Dissoziationskonstante 
nicht exakt bestimmt werden konnte, so zeigten die Versuche 
iiber Alkalibindung doch, daB das Praparat recht erhebliche 
saure Eigenschaften besaB; als wahrscheinlichsten Wert fiir 
die GréBenordnung von K, wurde 107 angegeben. 

Nach der modifizierten Michaelisschen Auffassung 
(Michaelis u. Rothstein) sollte der Wert fiir K, der Enzyn- 
Substratverbindung von etwa der gleichen GréBSenordnung 
sein, wie der entsprechende Wert der freien Saccharase, niin- 
lich K, = 3-10~%. Die freie Saccharase ist somit eine Siiure 
von ungefahr der gleichen Starke wie die Molekiilart Saccha- 
rase-Rohrzucker, was ja auch wahrscheinlich ist wegen der 
sehr geringen sauren Eigenschaften des hinzutretenden Robli- 
zuckers, dessen saure Dissoziationskonstante K, rund 10" 
betrigt. Man kann deshalb erwarten, daB die elektrolytische 
Dissoziation auch des nicht an den Rohrzucker gebundenen 
Enzyms die Konzentration der in der Liésung vorhandene 
Ionenarten der KEnzym-Substratverbindung beeinflubt. Die 
Konzentration der nach Michaelis allein wirksamen Molekiilart, 
nimlich der undissoziierten Molekiile Saccharase- Rohrzucker 
kénnte somit durch die Dissoziation der freien Saccharase 
beeinfluBt werden. Will man das wesentliche der Michaelis 
schen Auffassung beibehalten, so sollte auch die Abhiingig- 
keit der Inversionsfahigkeit von der Aciditat von der Diss0- 
ziation des freien Enzyms beeinfluBt werden, ein Umstand, 
welcher in der Michaelisschen Theorie nicht beriicksich- 


tigt wird. 
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Auch Kuhn!) hat bei seiner Kritik der Michaelisschen 


'Theorie diese Salzbildung der freien Saccharase iibersehen. 
Die Erérterungen Kuhns iiber die von der Michaelisschen 
‘Theorie nach ihm geforderten Verschiebungen der Aktivitiats- 
log(S]-Kurven kénnen wir deshalb nicht als ganz einwandfrei 
) ansehen. 


Die saure Dissoziation der Saccharase und der Saccharase- 
Rohrzuckerverbindung. 


Bei der Betrachtung der enzymatischen Rohrzucker- 
inversion kommen folgende Molekiilarten in Betracht. 


HES = undissoziierte Knzym-Substratverbindung.’) 
KS = Anionen der obigen Verbindung. 
HE = freie Saccharase. 
EK = Anionen der freien Saccharase. 
H = Wasserstoffionen. 
S = Rohrzucker. Eine Dissoziation desselben - braucht 
hier nicht beriicksichtigt zu werden. 


Wir kénnen dann folgende Gleichgewichtsbeziehungen *) 


| aufstellen: 1.18 
( aaa =K. ") 
m8 _ kK. (3) 


') Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 und zwar 44 (1923). 
2) Wegen des amphoteren Charakters der Saccharase und somit 


' auch der Verbindung Saccharase-Rohrzucker wiire letztere Molekiilart 
| eigentlich zu schreiben: H-HO-E-S, und die entsprechenden Dissozia- 
'tionen der Verbindung und des Enzyms als Base wiiren einzufihren. 
' Da wir aber hier nur das p,,-Gebiet 4,5—9 behandeln, so kommt die 


basische Dissoziation hier nicht in Betracht und die Beziehungen der 


 Molekiilarten sind dementsprechend vereinfacht worden. 


*) Da wir nach einem friiheren Vorschlag mit K,, die Michaelis- 
konstanten als Affinititskonstanten bezeichnen, hier aber der Gleich- 
firmigkeit mit den elektrolytischen Dissoziationskonstanten wegen mit 
den inversen Werten von Ky rechnen wollen, sei fiir diese die Bezeich- 
nung K,, = 1/Ky eingefiihrt. 
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Eine analoge Gleichung wie fiir die freie Saccharase my 
auch fiir ihre Anionen gelten: 
‘E} + [S . 
: aT = he (4 
Da im hier behandelten py-Gebiet nach experimentellen 
Befund Ky unabhingig von pg ist, so haben wir in diesey 
Gebiet fiir die Ionen ’E die gleiche Affinitét anzunehmen wie 
fir die freie Saccharase HE, also gilt 
(E}-(S) _ Kink 





TES] — m" 0) 
Ks folgt aus diesen Gleichungen: 
Ki=K. 6 


Im folgenden rechnen wir nur mit einer Ionenart ES 
(Zieht man auch eine Salzbildung an der Rohrzuckerkompo- 
nente von HES in Betracht, so kénnte noch ein zweites Anion 
US’ auftreten.) 

Mit >> bezeichnen wir die gesamte Konzentration des 
Enzyms in Lésung; also ist 

S = [HES] + [HE] + ['E] + [ES]. 
Wir kénnen uns fiir jede Substratkonzentration und _ fir 
jeden Wert von [H], welcher Acidititen auf der alkalischen 
Seite des Optimums oder richtiger des isoelektrischen Punktes 
betrifft, berechnen, ein wie groBer Teil des Enzyms in Form 


der oben angefiihrten vier Molekiilarten vorkommt. 
Wir finden 


on tt 8 
(HES) = > PMIFES + Gt heer CF 


[HE] = [HES]- wt 9 





[ES] = [HES]- aay 
K,,+ Ky! K;'- K, \ 

: Ape. Mittcoe. J 11) 
(’E}] = [HES}]- fs] = [HES] (Hy 15] (1) 
Von diesen Gleichungen verdient (8) besondere Beachtung, 

da sie gestattet, die Konzentration der freien Molekiile Enzyn- 
substrat zu berechnen, also nach Michaelis die Molekiilart, 


welche allein befihigt ist, den Rohrzucker zu spalten, Mit 
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‘anderen Worten: Die Gleichung (8) gibt die Beziehung an, 
‘welche zwischen der Inversionsgeschwindigkeit und der Aciditat 
‘auf der alkalischen Seite des Optimums besteht. 


Abnahme der Saccharasewirkung auf der alkalischen Seite 
des py-Optimums. 
Um mit der Formel (8) die Ubereinstimmung zwischen 
Theorie und den experimentell gefundenen Punkten der Aci- 
ditiits-py- Kurve fiir Saccharase zu priifen, miissen wir die Zahlen- 


' werte der in die Formel eingehenden Gréfen einfiihren. 


: Mit befriedigender Genauigkeit kennen wir jedoch nur 
:(H] und [S} Die itibrigen Werte kénnen von Fall zu Fall 


‘ _wechseln; was X,, betrifft, so hat sich gezeigt, dab die Varia- 


| tionen fiir verschiedenen Saccharasen ziemlich unbedeutend 
B sind. Fiir die von uns untersuchte Saccharase ist K, zu 
» 0,019 (die Affinititskonstante Ky, demgem&B zu 53) beatinent 
) worden. Fiir die bis jetzt untersuchten Priparate wechselt 
4 5 der Wert der Konstanten A,, von 0,016—0,040. Bei der fol- 
: ' genden Priifung haben wir den Wert 0,02 angenommen. Auch 
/ mit anderen Werten innerhalb der angegebenen Grenzen haben 
D wir Berechnungen ausgefiihrt, wobei sich gezeigt hat, daB die 
/von der Theorie geforderte Aciditatskurve keine gréBeren Ab- 


 weichungen zeigt, wenn die Zahlenwerte der ibrigen Konstanten 


beibehalten werden. Was diese betrifft, so kénnen wir K, 
B3-10~" setzen, somit den von Michaelis angenommenen 


: Wert beibehalten. Was X,' betrifft, so haben wir bei den 
: ‘folgenden Berechnungen den gleichen Wert angenommen wie 
a © fir K,, somit 3-10~7. Der von uns der GréSenordnung nach 


angegebene experimentelle Wert 1077 weicht nicht allzu sehr 
i hiervon ab, da aber die Abweichungen von der experimen- 
_ tellen Acidititskurve bei Annahme dieses Wertes etwas gréBer 
B verden, haben wir K,' = K, gesetzt. Die beiden Konstanten 
> brauchen ja nicht vollstindig gleich!) zu sein; kleinere Ab- 
i veichongen beeinflussen das Resultat nur wenig, wie wir bei 
" Berechnungsversuchen unter Anwendung verschiedener Werte 


é gefunden haben. 


') Es muB nur gelten: K,,!:K, = K,':K,- Vgl. die Formeln (5) und (6). 
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In der folgenden Tabelle werden die aus der Formel (9) 
erhaltenen Werte der Konzentration von HES, ausgedriickt iy 
Prozenten der gesamten Enzymkonzentration angegeben, wobej 
die oben besprochenen Zahlenwerte und die in der Tabelle 
verzeichneten Werte von [H’] und [S] angewandt werden. 

















Konzentration {HES]/>)- 100 
des Rohrzuckers. ee 
Normalitit. [H"}] = 107° | [H"] = 10~¢ | [H*] = 1077 | [H’] = 1078 
2-1071 88 70 23 2,9 
1-10! 82 64 21 2,7 
5-10? 69 D5 18 2.3 
1-107? 32 26 8,3 11 
5+ 10-3 19 ! 15 50 0,65 








In der folgenden Tabelle stehen die aus obigen Konzen- 
trationswerten von HES berechneten Werte der relativen In- 
versionsgeschwindigkeit bei verschiedener Aciditit und _ver- 
schiedenen Substratkonzentrationen, wobei mit Michaelis 
angenommen wird, daf nur diese Molekiilart zum Zerfall fiihrt. 
In der letzten Zeile stehen die aus der experimentell be- 
stimmten Acidititskurve erhaltenen Werte der relativen In- 
versionsgeschwindigkeit. 

















Konzentration Relative Inversionsgesch windigkeit 
I I cnn nigel peesrpper ire acl ‘ 
Normalitit. [H"] = 107° | [H°] = 107° | [H*] = 107" | [H*] = 10-° 
0,200 100 80 26 | 8,8 
0,100 100 78 | 26 | 8,8 
0,050 100 | 80 26 | 3,3 
0,010 100 81 26 | SA 
0,005 oo 6UtlclC CT Cl 
Acidititskurve 100 80 30 P* 








Die folgende Figur zeigt die Acidititskurve der Saccharase, 
wihrend die eingezeichneten Punkte die von uns theoretisch 
berechneten Werte darstellen. Wie ersichtlich, ist die Uber- 
einstimmung zwischen Theorie und Experiment auffallend. 
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Wir kommen somit zum Ergebnis, daB eine Verschiebung 
der Aciditiitskurve der Saccharase bei Anderung der Substrat- 
konzentration in diesem Acidititsbereich nicht mit der Auf- 
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fassung vereinbar ist, daB die Saccharase bzw. die Saccharase- 
Rohrzuckerverbindung Siuren mit Dissoziationskonstanten von 


der gemeinsamen GréBenordnung 3-107" sind. 


Deshalb miissen wir diese Auffassung, iiber die Beziehung 


_awischen Saccharasewirkung und Aciditat, als die bis jetzt 


gliicklichste Deutung des Phanomens betrachten. Diese Auf- 
fassung steht auch nicht im Gegensatz mit der Anschauung 


_ tiber die Spaltung des Rohrzuckers, welche in der vorher- 


gehenden Mitteilung vorgelegt wurde. 
Die hier mitgeteilten Betrachtungen beziehen sich nur 


| auf die alkalische Seite der Aciditétskurve. Auf der sauren 


Seite macht sich der EinfluB der Aciditit auf die Affinitits- 


konstante der Verbindung Rohrzucker Saccharase geltend; 
| dies bisher wenig untersuchte Gebiet wird einer von uns 
» Josephson) in der folgenden Mitteilung behandeln. 
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Konzentrationen der verschiedenen Molekilarten bei wechselndey 


Konzentrationen des Substrats und der Wasserstoffionen. 


Da es von Interesse ist zu sehen, wie sich die gesamte 
Saccharasekonzentrationen auf die verschiedenen Molekiilarten 
in Lésungen von Saccharase und Rohrzucker verteilt, haben 
wir unter Anwendung der in der Tah. 1 angegebenen Werte 
diese Konzentrationen mit Hilfe der Formeln (9), (10) und (11) 
berechnet. Die Berechnungen sind ausgefiihrt fiir zwei ver. 
schiedene Rohrzuckerkonzentrationen, namlich 0,2 normal und 
0,01 normal. In den folgenden Tabellen bedeuten also die 
angegebenen Zahlenwerte diese berechneten Konzentrationen 
ausgedriickt in Prozenten der gesamten Enzymkonzentration, 


0,2 n. Rohrzucker. 





























Molekiilart | |H°| = 1075 | |H*j = 10~-* | (H°!] = 1077 | [H*] = 1075 
HES 88 70 23 2,9 
ES’ 2,6 21 69 87 
HE 8.8 7,0 2,3 0,3 
Y 0,26 21 6,9 8,7 

0,01 n. Rohrzucker. 

Molekiilart | [H"] = 107° | [H"] = 107* | [BH] = 10-’ | [H*) = 10° 
HEs 32 26 8 1 
ES’ 1 8 25 33 
HE 64 52 16 2 
EH’ 2 16 50 66 














In den 0.2 n. Rohrzuckerlésungen erreicht die Konzen- 
tration des freien Enzyms nur 9°/, der Gesamtkonzentration, 
wihrend in der 0.01 n. Rohrzuckerlésung der gréBte Teil des 
Enzyms in freier Form vorhanden ist. Der EinfluB der Aciditit 
auf die Salzbildung des Enzymsubstrats und des freien Knzyms 
wird aus den angegebenen Zahlen deutlich gemacht. 
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Uber die Identitat von Saccharase und Raffinase. 


Nach den Untersuchungen von Willstaitter und Kuhn} 
muB es als sehr wahrscheinlich betrachtet werden, daB die 
Spaltung des Rohrzuckers und der Raffinose durch ein und 
dasselbe Enzym bewirkt wird. Was die Acidititskurven betrifit, 
so scheinen dieselben sowohl beziiglich der Rohrzucker- als 
Raftinosespaltung ihren héchsten Punkt bei py = 4,5—5,0 zu 
erreichen und beide Kurven zeigen auf der alkalischen Seite 
des Aciditiitsoptimums sehr angenihert den gleichen Verlauf. 
Auf der sauren Seite des Aciditatsoptimums weichen die beiden 
Kurven allerdings recht erheblich voneinander ab. Wie in der 
folgenden Mitteilung von K. Josephson gezeigt wird, liegen 
hier die Verhiltnisse ganz anders, indem die Affinitit zwischen 
Rohrzucker und Saccharase in diesem Gebiet von der Aciditit 
abhiingt. Die von Willstatter und Kuhn festgestellte Ver- 
schiedenheit der sauren Teile der Acidititskurven findet also 
von diesem Gesichtspunkt aus seine Erklarung. 

Wenn Saccharase und Raffinase ein und dasselbe Enzym 


' sind, und wenn die vorgelegte Deutung der alkalischen Seite 
| der Acidititskurve der Saccharase richtig ist, so folgt, daB 
- auch der entsprechende Teil der Acidititskurve der Raffinase 
a sich durch die gleiche Formel darstellen Jat, nur mit der 
- Anderung einiger der in die Berechnung eingehenden Zablen- 
_ werte. Fiir das freie Enzym wird man den gleichen Wert 
: der sauren Dissoziationskonstante anwenden miissen wie fir 
FS Saccharase und die saure Dissoziationskonstante der Raffinase- 
q Raffinoseverbindung diirfte sicher nicht weit von dem fir 







Y 


Saccharase-Rohrzucker angenommenen Wert entfernt sein. 
Dagegen ist die Konstante A’, fiir die beiden Verbindungen 
Enzymsubstrat erheblich verschieden. Die Affinitat der Raffinase 
zu ihrem Substrat ist niimlich nur ?/,, der Affinitit zwischen 


fir die von ihm untersuchten Raffinasen von 0,24—0,66, 
wahrend die entsprechenden Konstanten fiir Saccharase von 


eetseeeenenee: . 


) Willstitter u. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 und zwar 
S. TL (1923), 





Saccharase und Rohrzucker. Nach Kuhn variiert nimlich K,, 
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0,016—0,040 wechseln. Bei unserer Berechnung der Aciditiits. 
kurve der Saccharase haben wir den Wert 0,020 benutz 
Fir Raffinase werden wir also geeignet einen 15 mal so grofey 
Wert wihlen, also 0,30. | 

Die Berechnung ist auch hier fiir zwei Substratkonzep. 
trationen: ausgefiihrt worden, namlich fiir 0,100 n. und fir 
0,010 n. Raffinaselésungen. Dabei wurde angenomme, 
K =K'=3- 10-7, 








Konzentration [HES] / S- 100 
der Raffinose. ; ipbieaieccevicantadnantt 
Normalitit. [H*] = 10-* | (A) = 10~¢ | [H"] = 107” | [H’] = 107 





1,107? 24 19,2 6,3 0,81 
1,10—2 3,1 2,5 0,81 0,104 

















Konzentration Relative Spaltungsgeschwindigkeit der Raffinose 
der Raffinose. iam 


Normailitit. [H’] = 1075 








(H'} = 10-° | [H+] = 10-7 | cH] = 10~ 


1,107? 100 | 80 26 3,4 
1,107? 100 =| 81 26 34 











Wie ein Vergleich dieser Tabellen mit denjenigen fir 
Saccharase aufgestellten ergibt, ist die Ubereinstimmung 
zwischen beiden Enzymen in der hier untersuchten Hinsicht 
vollstiindig. Die experimentell gefundene Ahnlichkeit zwischen 
den alkalischen Teilen der beiden Acidititskurven kénnen wi 
also als eine starke Stiitze dafiir betrachten, daB die Gruné- 
lagen der obigen Berechnung den tatsiachlichen Verhiltnissen 
entsprechen. Kleinere Abweichungen zwischen den_ beide 
Kurven finden durch geringe Ungleichheiten der Konstanten 
Ky und Ky, ihre Erklarung. 





Die Ubereinstimmung der experimentell gefundenen Akti- 
vitits-py-Kurve mit den aus Formel 8 berechneten, in Tab. ? 
verzeichneten Zahlen muB als eine Stiitze der dieser Forme! 
zugrundeliegenden Voraussetzungen angesehen werden. Unsert 
Voraussetzungen schlieBen sich an die von Michaelis wl 
Davidsohn gemachten, von Michaelis und Rothstein mot 
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fiierten Formulierungen der Acidititsfunktion der Saccharase- 
wirksamkeit an, und sind gewissermaBen eine Kombination der 


_ peiden von Michaelis vorgeschlagenen Ansitze. 


Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit, in Verbindung mit der 


| Tatsache, daB im untersuchten py,-Gebiet Ky, von der Aciditit 
_ wenigstens nahezu unabhiangig ist, zeigt also, daB in diesem Gebiet 
die Bindung Enzymsubstrat durch die Salzbildung des Enzyms 
nicht beeinfluBt wird, und daB somit der AciditatseinfluB in 
| diesem Gebiet nicht an der substratbindenden Gruppe sp sondern 
' an einem andern Teil des Enzyms statthat, und zwar gerade 
' demjenigen, welcher die Form der Aciditatskurve (von py; = 4—9) 
' bedingt. Nach einer vor kurzem mitgeteilten Erérterung ist es 
‘dieser Teil, — wir wollen ihn der Kiirze wegen kiinftig mit x 
| hezeichnen, — welcher die Spaltung des Rohrzuckers vermittelt. 


Diesen Spaltungsvorgang haben wir auf eine innere Salz- 


bildung innerhalb der Verbindung Saccharase-Rohrzucker zuriick- 
' gefiihrt+), eine Salzbildung bzw. Ionisierung, welche also an 
' der Gruppe z statthat. 


Wenn wir in der oben gewahlten Bezeichnungsweise die 


| Molekiilart HES (oder genauer H.HO.E.S, vgl. Anm. S. 41) 
1 als reaktionsvermittelnd in Rechnung gesetzt haben, so geschah 
dies in formaler Ubereinstimmung mit Michaelis, welcher 
' die nicht dissoziierten Molekiile Enzymsubstrat als aktiv ansieht. 


Inhaltlich unterscheidet sich unsere Vorstellung nicht 


unwesentlich von derjenigen von Michaelis: Wir behandeln 
' die Molekiilart HES bzw. H.HO.E.S insofern rechnerisch 


als enzymatisch aktiv, als in diese Molekilart (welche also 


 weder an eine Base noch eine Saure gebunden ist) die Zwitter- 
Fionen ES (entstanden durch gleichzeitige Dissoziation von H 
3 + 


und HO) eingeht. Die Konzentration dieser Zwitterionen 


‘indert sich auf der Aciditiitskurve mit derjenigen der Molekiil- 
-ut HHOES proportional. Auf die Priazisierung dieser Vor- 
Stellung und einige Folgerungen werden wir in einer spiteren 


Arbeit naher eingehen. 





') Euler u. Josephson, Diese Zs. Bd. 133, S. 279 (1924). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIV, 4 
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Uber die Affinitat 
der Saccharase zu verschiedenen Zuckern. II. 


Von 


Karl Josephson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. November 1923.) 


Mit 10 Figuren im Text. 


Die in der vorigen Mitteilung iiber die Affinitatsverhiltnisse 
der Saccharase ') beschriebenen Versuche waren simtlich bei der 
optimalen Aciditit der Rohrzuckerinversion durch Saccharase, 
nimlich p, = 4,5 ausgefiihrt. Bei anderen Acidititen kénnen 
natiirlich ganz andere Verhiltnisse eintreten beziiglich der 
Affinitét sowohl zum Substrat Rohrzucker wie zu andere 
Zuckern. Von diesen letzteren sind die Spaltungsprodukte des 
Rohrzuckers, Glucose und Fructose, von besonderem Interess¢ 
wegen ihres EKinflusses auf die Kinetik der Inversion. Ks ist 
auch nicht ausgeschlossen, daB die verschiedenen Formen 
dieser Zucker voneinander abweichende Einfliisse von der 
Aciditat des Reaktionsmediums beziiglich ihrer Affinititen 
der Saccharase aufweisen. Solche Verschiedenheiten kénntev 
fir die mit der Aciditait wechselnde Kinetik der Rohrzucker- 
spaltung, die bei einigen Saccharasen konstatiert wurde, ver 
antwortlich sein. 

Die Einfliisse der Aciditit auf die Rohrzuckerinversio 
durch Saccharase, sowie andere enzymatische Spaltungen, kénnten 
durch spezielle Annahmen erklirt werden, wie: 


oe et 


') Euler und Josephson, Diese Zs. Bd. 132, S. 304 (1924). 
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1. Die Eigenschaften des Substrates kénnen von der 
| Aciditét in solcher Weise abhangen, dai das Reaktionsvermégen 
mit der Aciditit variiert.") 


j 2. Die Bindung zwischen Enzym und Substrat kann von 
der Aciditét abhingig sein.’) 

| Die Gleichgewichte zwischen verschieden stark reak- 
' tionsfahigen Molekiilarten oder Ionen der Enzymsubstratver- 
' bindung kénnen verschoben werden.*) 


4. Andere reversible Umlagerungen im Knzymkomplex 
kénnen auf die Reaktionsgeschwindigkeit EinfluB haben. 


: 5. Die Zerfallsgeschwindigkeit des Enzymsubstrates kann 
von den Wasserstoffionen bestimmt sein.*) 

In der vorstehenden Mitteilung wurde gezeigt, daB in dem 
_vorliegenden Fall nimlich beziiglich der Saccharase sowie der 
‘mit der Saccharase wahrscheinlich identischen Raffinase das 
| Abfallen der Reaktionsgeschwindigkeit auf der alkalischen Seite 


substrates erklirt werden kann, wenn man gewisse Annahmen 
nen & .. ; rar , 
iiber die Reaktionsfahigkeit der verschiedenen Ionen und 


- ‘der Aciditiitskurve durch Verschiebungen der Gleichgewichte 
“ 'awischen den verschiedenen Ionen des Enzyms und Enzym- 
ase, i 

; 


der Molekiile sowie iiber die Dissoziationskonstanten der Mole- 
sy 'kille macht. Sowohl nach der Theorie wie nach experimen- 
om ‘tellen Untersuchungen geht hervor, daB die Affinitat zwischen 
oe | Enzym und Substrat nicht von der Acidit&ét im vorliegenden 
du Py-Gebiet merkbar abhingig ist. Wir brauchen also hier nicht 
ye Pweiter auf die aufgezihlten verschiedenen Erklirungen des er- 
de ‘wihnten Zweiges der Py-Kurve einzugehen. 
Jay Dagegen ist bisher nicht eine befriedigende Erklirung des 
“ : sauren Zweiges der Acidititskurve der Saccharase gegeben. 
0 

') Siehe hierzu Euler, Chemie der Enzyme, 2. Aufl. I, 8S. 34 (1920). 
sl /— Svensk Kemisk Tidskrift, Bd. 33, S. 37 (1921). 


a *)Michaelis und Davidsohn, Biochem. Zs. Bd. 35, S. 386 
ntel pi911), — Michaelis und Menthen, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1918). 
4 *) Michaelis und Rothstein, Biochem. Zs. Bd. 110, S. 217 (1920). 
|— Michaelis, Biochem Zs. Bd. 115, S. 269 (1921). 
*’ Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 und zwar 49 (1923). 
4* 
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52 Karl Josephson, 


Die Affinitat der Saccharase zu Rohrzucker im sauren Gebigt 
der Aciditatskurve. 


Michaelis und Davidsohn!) untersuchten den Verlan{ 
der Inversion bei diesen hohen Aciditiiten und kamen zu 
Ergebnis, da8 die irreversible Zerstérung der Saccharase jj 
hohem Grad auf die Genauigkeit der Messungen influiert, 
Allerdings waren die bei diesen Versuchen angewandten Enzyn. 
mengen so klein, daB die Versuchszeiten unnotig lang waren, 
Bei den unten mitgeteilten Versuchen wurde eine so grofe 
Enzymmenge gewahlt, daf nur die Drehungsinderungen inner. 
halb der ersten 20 Minuten bei Berechnung der relativen An. 
fangsgeschwindigkeiten gebraucht werden muBten. Der folgende 
Versuch zeigt, daf in dieser Zeit die Zerstérung der Saccharase 
so unbedeutend war, daB sie auf die Versuchsergebnisse keinen 
wesentlichen EinfluB gehabt haben kann. 

In zwei Kolben wurde die Pufferlésung (15 com 4° ige 
KH,PO, + einige Tropfen Phosphorsaure) und Wasser (74 cen 
eingefiihrt. Die Kolben wurden dann in einen elektrisch er. 
hitzten Thermostaten eingefiithrt. Die Temperatur des Ther. 
mostaten betrug 25,0°+0,1° Zu der einen Mischung wurde 
30 Minuten vor Beginn des Inversionsversuches 1 ccm Sacchu- 





Zeit zwischen Zusatz der : 
Saccharase und Beginn Zeit ‘ Drehunes- 
Alesis nach Beginn Drehung caine 
der Inversion ° 
Minuten 

1 0 1,86 — 

0,5 1,84 — 

8 1,61 0,25 

16 1,40 0,46 

23 1,20 0,66 

30 0 1,86 — 

0,5 1,84 — 

. 1,62 0,24 

16 1,42 0,44 

28 1,23 0,63 











1) A.a.Q. 
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raselosung (If = 145) zugesetzt, wihrend zu der anderen Mischung 


de Enzymlésung erst 1 Minute vor Beginn der Inversion zu- 


gesetat wurde. Die Inversion wurde durch Zusatz von 10 ccm 
(,5n-Rohrzuckerlésung eingeleitet. Die Zuckerlésung war vor 


‘dem Zusatz auf 25° vorgewairmt. Die Zuckerkonzentration in 
| der Inversionslésung betrug 0,05 n. Die Aciditiit der Inversions- 
| mischung wurde elektrometrisch zu p, = 2,63 bestimmt. Diese 
| Aciditiit ist die hdchste, bei welcher die Affinititsmessungen 
'ausgefiihrt sind. Die Ergebnisse des Versuches zeigen vor- 
stehende ‘T'abelle. 


Ks geht aus den Werten der Drehungsinderungen deutlich 


hervor, daB die Schwaichung des Enzyms bei der Aufbewahrung 
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Karl Josephson, 


wihrend 30 Minuten bei dieser hohen Aciditét nur unbedeutend 
war. In den ersten 20 Minuten muB also die Zerstérung noch 


kleiner sein. 


Es kann somit sicher angenommen werden, daf 


die irreversible Zerstérung der Saccharase auf die Messungen 

der Anfangsgeschwindigkeiten der Inversion bei den folgenden 

Versuchen keinen merkbaren Einflu8 ausgeiibt haben kann. 
Beziiglich der Versuchsmethodik bei den Affinititsmessunger 


Versuchsreihe 1. p,, = 4,5. 


Inversionstemp. 25°. 


Polarisationstemp. 2()', 





Versuch 


Nr. 


~ 


Aus den Figuren la und lb berechnen wir die Aftfinitits 
konstante bei optimaler Aciditaét (py, 4,5): Ay = 55. 








Anfangskonz. 
d. Rohrzuckers 
Normalitiit (e) 


0,200 


0,100 


O00 


0,020 


O.OLO 





Minuten 





Drehung 


7,47 
7,40 
6,45 
5,84 
5,03 
3,77 
3,71 
2,83 
2,24 
1,53 
1,91 
1,86 
1,09 
0,68 
0,18 
0,79 
0,75 
0,46 
0,33 
0,17 
0,37 
0,35 
0,20 
0,10 
0,04 





Drehungs 
iinderung 


1,02 
1,63 
2,44 


0,94 
1,53 
2,24 


0,82 
1,28 
1,73 


0,33 
0,46 
0,62 
0,17 
0,27 
0,38 





Rel. Anfangs- 
geschwindig- 


keit 


4,0 


3,65 


3,3 





log 


1.00) 


cm 2h 





OU 


» (i) 


tats 
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(‘ber die Affinitit der Saccharase zu verschiedenen Zuckern. II. 55 oi 
kann ich auf die friihere Arbeit von Euler und Laurin?) hin- : 
weisen. Da die Konstruktion der Aktivitits-log(S)-kurven erheb- 
liche Schwierigkeiten erbot, besonders bei den hohen Aciditaten, 
wihlte ich eine andere graphische Methode zur Bestimmung der 
‘ ‘s 
y } 
- VA al 
4 | 
YA 
= 
O7 \ ) 
Sas | | 
= o—- a : : 
2 4 A WZ a } i 
z 03 A ra | 2 
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= wet 
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© 
> 
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s'] ‘ 
" 4 4 
cS 0 Oo Qce O72 01" 020 as 
Fig. 2b. 


| Aifinititskonstanten Ay. In den Figuren 1a, 2a usw. sind in der- 
selben Weise wie in der Arbeit von Euler und Laurin die experi- 
: mentell bestimmten Drehungsinderungen graphisch dargestellt. 
In den Figuren wurde auch jetzt eine beliebige Ordinate aus- 
gewahlt, die bei der héchsten Substratkonzentration einer Drehungs- 


—— 


') Diese Zs. Bd. 110, 8. 55 (1920). 
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anderung von 0,2—0,3° entsprach, Die Schnittpunkte dieser Ordi. R;, 4 
nate mit den Kurven der verschiedenen Zuckerkonzentrationen JB als « 
geben die relativen Anfangsgeschwindigkeiten der Inversion an, J jie | 
Unter Anwendung dieser Werte wurden die Figuren 1b, 2b usw, & yicht 











Versuchsreihe 2. p,, = 4,5. Inversionstemp. 25°. Polarisationstemp, 20’ ents) 
Anfangskonz. 5 2 Ep =? |Rel. Anfangs- 
hi uch | 4. Rohrzuckers Ei A E 5 geschwindig-| log ¢ 
am Normalitit (.) | 3S | § |£% keit 
oe SM: Berk tll | Ee 
6 0,200 o lass] — 3,0 ~ 0,70 
0,5 | 7,45 “— 
6 7,10 | 0,38 
10 6,86 | 0,62 
15 6,55 | 0,93 
7 0,100 0 {emi — 2,85 — 1,00 
0,5 | 3,72 | — 
6 3,38 | 0,37 
10 3,15 | 0,60 
15 2,85 | 0,90 
8 0,050 0 1,86 —_ 2,55 — 1,30 
0,5 | 1,83 ae 
5 1,60 | 0,26 
8 1,43 | 0,43 
12 1,28 | 0.58 
y 0,020 0 | 0,75 | — 1,7 — 1,70 
0,5 | 0,73 | — 
5 0,57 | 0,18 
9 0,45 | 0,30 
15 0,29 | 0,46 
10 0,010 oO }o2Tt — 1,1 — 2,00 
0,5 | 0,36 | — 
5 | 0,25 | 0,12 
9 | 0,18 | 0,19 
15 =| 0,10 | 0,27 























Aus den Figuren 2a und 2b berechnen wir Ky = 53 i & . 


Ubereinstimmung mit dem aus der vorigen Versuchsreihe be- 
rechneten Wert 55. 


welche die Aktivitiits-(S)-kurven wiedergeben, gezeichnet. Diese 
Kurven geben meiner Ansicht nach einen besseren EKinblick 
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in die Variation der Aktivitit mit der Substratkonzentration 
als die logarithmischen Kurven. Durch Probieren wurde dann 
die theoretisch héchste Anfangsgeschwindigkeit, die tatsichlich 
nicht erreicht wird, bestimmt. Diese Anfangsgeschwindigkeit 
centspricht dem Punkt 1 in dem rationellen MaBstab. Der 
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Rel. Anfangsgeschwindighkert 


) 0.0% 0.08 0,12 0% 920 

: Fig. 3b. 

“Punkt 0,5 gibt dann in einfacher Weise den Wert der Dis- 
soziationskonstante der Enzym-Zuckerverbindung. Der rezi- 
‘proke Wert dieser Konstante, welche hier mit Aj, bezeichnet 
“rd, ist das MaB der Affinit&ét zwischen Enzym und Substrat.’) 


q ') Siehe hierzu Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1749 
£ (1923), 


onan 
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Die folgende 


messungen wieder: 


Karl Josephson, 








Tabelle gibt das Resultat der Affinitiits. 





Pu Ay 
4,0 04 
2,77 35 
2,63 22 
Versuchsreihe 3. p,, = 2,77. Inversionstemp. 25°. Polarisationstewp. 2 
sent yore ennenarnns” 58 * — eee - 
, Anfangskonz. D eo & |Rel. Anfangs- 
V ersuch d. Rohrzuckers E 5 5 5 geschwindig | log 
Nr. ve wet om > tae 7" , 
Normalitét () | & A fs keit 
11 (0,200 0 7.44 3,0 — 0,1 
0,5 | 7,38 
8 6,55 | 0,89 
18 | 5,99 | 1,45 
19 5,42 | 2,02 
12 0.100 0 3,76 - 2,7 — 1,00 
0,5 | 3,70 
8 2,92 | 0,34 
13 2.48 | 1,28 
19 1.99 | 1,77 
13 0.050 0 1.88 2,3 — 1,3! 
0.5 | 1.83 
5 1,41 | 0,47 
8 | 1.25 | 0,63 
12 1,00 | 0,88 
14 0.020 0 | 0,79 1,4 1,7" 
0.5 | 0.76 
4 0,58 | 0,21 
7 | 0,45 | 0,34 
10 0,33 | 0,46 
1) 0.010 0 0,38 O.8 2.00 
0.5 | 0,36 
4 0,24 | 0,12 
7 0,19 | 0,19 
10 0,15 | 0.28 




















Aus den beiden Figuren 3a und 8b berechnen wir di 
Affinitatskonstante bei py = 2,77: Ky = 35. 
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Wir sehen also, daf8 je mehr wir uns von der opti- 


‘malen Aciditat entfernen, je kleiner wird die Affinitat 
‘;wischen der Saccharase und dem Rohrzucker. Auf 
‘der sauren Seite der Aciditiitskurve sind die Verhiltnisse also 
‘yerschieden von denen der alkalischen Seite dieser Kurve, wo 
‘keine Affinitétsanderung nachgewiesen werden konnte. 
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Rel. Anfangsyeschwindigkert 


0 0% 008 Q72 0% 020 
Fig. 4b. 


_ Kine Folge dieser Affinitiitsinderung ist, daB der saure 
Zweig der Aciditiitskurve von der Substratkonzentration ab- 
‘hingig sein muB. Es bleibt jetzt noch zu untersuchen, ob 
‘dese Affinitatsverminderung allein die Herabsetzung des In- 
“Yersionsvermigens in dem vorliegenden p,-Gebiet erklaren 
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kann, oder ob nicht auch andere von den in der Kinle. 
tung aufgezihlten Kigenschaftsinderungen eine Rolle spiele, 


kénnen. 


Versuchsreihe 4. p,, = 2,63. Inversionstemp. 25°. Polarisationstemp, 20’ 





Versuch 
Nr. 


17 


18 


19 





Anfangskonz. 
d. Rohrzuckers 
Normalitit (¢) 


0,200 


0,100 


0,050 


0,020 


0,010 





| — 
on 





| Drehungs- 





0,08 
0,13 
0,19 


ainderung | 





Rel. Anfangs- 
geschwindig- 
keit 


2.6 


bo 
5 


1,6 


1,1 


0.6 





log sy 


— (70) 


— 1.00 


— 130) 


— 1,70 


-— 2.(0 


Aus den Figuren 4a und 4b berechnen wir die A ffinitits- 


konstante bei py = 2,63: Ky = 22. 


Wir wollen zuerst von einer eventuellen Dissoziation 


(basischen oder sauren) des Enzyms oder Enzymsubstrats} 
der erwihnten Dissoziation 


auBer 


des 


letzteren 


in freiell 


Enzym und nicht gebundenem Substrat absehen und kénnel 
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Uber die Affinitét der Saccharase zu verschiedenen Zuckern. II. 


aso die Konzentration der Enzymsubstratverbindung nach 


ler einfachen Gleichung 


{Enzymsubstrat] 





[Enzym|-{Substrat| 





eee 









































Drehungsdnderung 
















































































Rel. Anfangsgeschwindigkeit 
No 




















0 004 008 0,72 


LZuckerkonxentration 


Fig. 5b. 


berechnen. Wenn wir die Totalkonzentration der Saccharase 
mit S und die der Saccharase—Rohrzuckerverbindung mit [X] 
bezeichnen, soll also die obige Gleichung lauten: 

[x] 


(2— X}-[(S] 
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Uber 
‘S| ist wie friiher die Konzentration des Substrats. Hierar, 
ergibt sich 
Kk 7S 
[Xj= 2 are 
; 1 == Ky’ [S| 


Versuchsreihe 5. p,, = 2,63. Inversionstemp. 25°. Polarisationstemp. 20 





Aus den Figuren 5a und 5b berechnen wir die Affinitits 




























konstante bei py = 2,63: Ky = 22 in Ubereinstimmung 1! 
dem aus der Versuchsreihe 4 berechneten Wert. 


Die folgende Tabelle enthilt die nach dieser Formel berecl: 
neten Konzentrationen von X in Prozent von > unter Al 


nile Anfangskonz. | § 2 be Rel. Anfangs- 
Ne d. Rohrzuckers FE a 12 é geschwindig-| log 
. Normalitit (¢-) | 5 a & E keit 
21 0,200 0 7,65 — 2,9 — 0,70 
0,5 | 7,62 —_ 
8 7,27 0,38 
15 6.94 | 0,71 
is | 61 | 0,84 
29 0,100 0 3,82 | — 2,1 1,00 
0.9 3,80 —_ 
s | 3,52 | 0,30 
15 | 3,20 | 0,62 
ig | 3,10 | 0,72 
23 0,050 0 1,90 -- It 13 1 
0.5 | 1,88 — 
8 | 1,65 | 0,25 wa 
14 | 148 | 0,42 jAffini 
19 1,32 | 0,58 versic 
24 0,020 o low | — 12 iu - 
0.5 | 0,76 ; ; 
6 | 063 | 0,14 Spaces 
4 0,50 | 0,27 Konze 
19 0.42 | 0,85 rR 
25 O.OL0 7) 0.38 ” 0,6 in N 
0,5 | 0,375) — : 
6 | 0,32 | 0,06 : 
15 =| 0,22 | 0,16 
19 | 0,18 | 0,20 1 








‘Aus 


2()' 


~eey 


T0 


(1) 
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nabme Ky = 54 bei p, = 4,5 und Ay = 22 bei py = 2,63, 
sowie die theoretischen relativen Inversionsgeschwindigkeiten, 
wenn die Inversionsgeschwindigkeit bei p,, = 4,5 jedesmal 
gleich 100 gesetzt wird. 





_— rasan ne nmenroees 


Konzentration des 
Rohrzuckers 
Normalitiit 


0,200 
0,100 
0,050 
0,020 


0,010 





|X ]/2+ 100 


91,6 
81,5 
84,4 
68,8 
13,0 
52,4 
51,9 
30,5 
35,0 
18,0 








Relative Inversions- 
geschwindigkeit 


100 
89,0 


100 
$1,5 

LOO 
71.8 


100 
58.8 


100 
51,5 


Wihrend die obige T'abelle also die theoretisch, jedoch 
funter Anwendung der experimentell bestimmten Werte der 
‘Affinititskonstanten bei den zwei Aciditiiten, berechneten In- 
versionsgeschwindigkeiten enthalt, finden sich in der folgenden 
‘Tabelle die experimentell bestimmten Inversionsgeschwindig- 





| Konzentration des 
Rohrzuckers 
Normalitit 


0,200 
0,100 
0,050 
0,020 


0.010 





PH 


4,5 
2,63 
4,5 
2,68 
4,5 
2.63 
4,5 
2.63 


4,5 
2.63 





Drehungsindernng 


nach 10 Min. mit 
derselben Enzym- 
menge 


0,62 
0,51 
0,60 
0,45 
0,51 
0,325 
0,34 
0,20 
0,21 
0,11 


Relative Inversions- 
geschwindigkeit 





Rectan A gett i eam in Pin bent 
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Ube 
keiten bei denselben Acidititen und Substratkonzentratione, fi — 
Die Werte sind aus den vorigen Figuren ermittelt worden, 


Bei den héheren Substratkonzentrationen sind die 4), 
weichungen zwischen den berechneten und den gefundene, 









Werten ziemlich bedeutend, wihrend bei den niederen Ko). 0 

zentrationen die Ubereinstimmung besser ist. Wir finden also, 

daB wahrscheinlich noch ein zweiter AcidititseinfluB sich gel. 

tend macht. Die basische Dissoziation der Saccharase, sow Rot 
0 


der Enzymsubstratverbindung mu8 vielleicht als dieser zwei 
Kinflu8 angenommen werden. 0 
Jedenfalls geht aus den Versuchen hervor, da di: 
Affinititsinderung im sauren Gebiet eine gro Rot 
Rolle beziiglich des Verlaufs der Aciditaitskuryim ,° 
spielt. Die fortgesetzte Umlagerung der Gruppe, 0. 
welche die spezifische Bindung zwischen der Sacchz 
rase und dem Rohrzucker vermitteln, diirfte viel. 
leicht auch fiir die irreversible Vernichtung der Ak@@ ward 
tivitit der Saccharase bei hohen Acidititen verant.M der ( 
wortlich sein.  Resu 


Einflu8 der Aciditat auf die Hemmung der Saccharasewirkuy 
durch die Spaltprodukte des Rohrzuckers. 


Hemmung durch Glucose. In der vorigen Mitteilungi:-10- 
wurde gezeigt, daB bei optimaler Aciditit die Hemmung deg: 10 
Saccharasewirkung bei der untersuchten Saccharase (aus Stock 
holmer H-Hefe; If = 145) durch Zusatz von (-Glucose ww 
unhedeutend gréBer war als bei Zusatz von «-Glucose. fi 
ist denkbar, daB bei anderen Aciditiiten die Verschiedenheite 
gréBer sind. Im mehr alkalischen Gebiet sind Versuch 
schwerer auszufiihren, wegen der groBen Mutarotatiou 
ceschwindigkeit der «-Glucose in diesem p,-Gebiet. Auf de 
sauren Seite kénnte doch die Verschiedenheit deutlicher he 
vortreten wegen der verkleinerten Mutarotationsgeschwindigkeit: 
Die folgenden Versuche (bei py, = 2,75 ausgefiihrt) zeigen dot! 
deutlich, daB auch hier die beiden F'ormen sich ihnlich gegt! 
die Saccharase verhalten. . 3 












Bk. 107 
b+ 10> 


Hemm 








' Euler und Hedelius, Biochem. Zs. Bd. 107, 8. 150 (1920). ganze 
Hoy 
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Nel, = —= == 
-. 19—4 
Zucker Minuten | Drehung ina k+ 10-4 il 
eney Rohrzucker 0 2,65 — — 
Kon 0,28 n. 0,5 2,58 week Sa 
4 1,66 0,99 176 
also, 12 1,26 1,39 178 181 
“ 17 0,77 1,88 190 
Owe Rohrzucker 0 3,65 — _ 
vel 0,23 n. 0,5 3,58 _ ns 
a-Glucose 8 2,82 0,83 148 
0,23 n. 12 2,49 1,16 142 143 
dis 17 2,10 1,55 145 
r Obe Rohrzucker 0 3,65 — — 
a 0,23 n. - O5 3,58 ee ie 
j.Glucose 8 2,84 0,81 139 
peu, ),23 n. 12 2,52 1,13 138 140 
al 17 2,10 1,53 143 
viel. Wegen dieser nahen Ubereinstimmung der beiden Formen 


Ak wurde bei den folgenden Versuchen die Gleichgewichtsform 
aut der Glucose verwendet. Um Raum zu ersparen, teile ich die 
Resultate in aller Kiirze mit. 















Kung Pr 2,75) 341 4,5 | 6,0 | 6,65 
ilu 10-* mit Rohrzucker 0,23 n. . . . | 181 | 223 | 236 | 167 | 114 
y defi! 10-4 mit Rohrzucker+ Glucose 0,23 n. | 146 | 172 | 176 | 126 | 97 
tockf/eHemmung, Prozent. . ..... . 19} 23] 25] 24] 15 

















nw 


rn Die Hemmung durch Glucose diirfte also innerhalb der 


optimalen Zone am gréBten sein. 





eitel 

suche Hemmung durch Fructose. 

HOS Sa EIESOEEEeEeaeeeeemeee 

f der Pu 2,75 | 4,5 | 6,0 | 6,65 









: he: 
eit. 
doc! 


rege 


10-4 mit Rohrzucker 0,23n.. . . . . | 243 | 280 | 218 | 128 
‘10-4 mit Rohrzucker + Fructose 0,23 n. . 179 | 194 | 148 85 
Hemmung, Prozent . . . . . . 1... 26 31 32 34 














| Im Falle der Fructose scheint also die Hemmung im 
Sanzen Gebiet mit der Alkalinitiit zu steigen. Diese Er- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX XXIV. 5 
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scheinung diirfte vielleicht in Zusammenhang mit der stark 
verminderten Stabilitat der Fructose in alkalischer Lésung 
stehen, und beide Erscheinungen kénnten erklart werdey 
durch die Annahme, da die miteinander in Gleichgewicht 
stehenden verschiedenen Formen der Fructose verschieden 
Reaktionsfahigkeit besitzen, und daB das Gleichgewicht mit 
steigender Alkalinitét zugunsten der reaktionsfahigsten Forn 
verschoben wird. 

Was die in der Einleitung besprochene Abhiingigkeit de 
Kinetik von den Affinitiiten der Saccharase zu den verschie. 
denen Zuckern in der Inversionslésung betrifft, finden wir, 
daB bei der untersuchten Saccharase die Kinetik nicht sebr 
stark von der Aciditit abhingen kann. Denn einerseits ist 
die Hemmung durch die zuerst auftretende w-Form der Glu. 
cose nahe gleich der Affinitit zu der bei der Mutarotation 
gebildeten f-Form, und anderseits ist die Affinitat zu den 
Spaltprodukten nicht stark von der Aciditit abhingig. Wie 
schon erwahnt wurde, trifft dies auch mit den wirklich ge. 
fundenen Tatsachen vollkommen iiberein.?) 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Untersuchung der Affinititsverhiltnisse eine 
Saccharase wurde gefunden, daB die Affinitit der Saccharase 
zu Rohrzucker bei Erhéhung der Aciditit deutlich vermindert 
wird. 

2. Die verminderte Affinitat zwischen Enzym und Sub 
strat konnte zum groBen Teil die verminderte Inversions- 
geschwindigkeit im sauren Gebiet erkliren. Es ist nicht aus- 
geschlossen, daB eine fortgesetzte Umlagerung von den spezifiscl 
substratbindenden Gruppen der Saccharase auch die durch 
hohe Acidititen hervorgerufene irreversible Inaktivierung de 
Saccharase erkliren kann. 

3. Die Acidititskurve der Saccharase muB auf der saurel 
Seite von der Substratkonzentration abhingig sein im Geget- 





‘) Euler u. Josephson, a.a.O. — Euler u. Myrbick, Dies 
Zs. Bd. 129, S. 100 (1928). 
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satz zu der alkalischen Seite, wo eine solche Abhingigkeit 


' nicht konstatiert ist. 


4, Die Abhangigkeit der Hemmung der Saccharasewirkung 


‘durch Glucose und Fructose von der Aciditit wurde unter- 


sucht. 
5. Die Kinetik der Inversion muB von den Aftinitiaiten 
der Saccharase zu Rohrzucker und den bei der Inversion auf- 


'tretenden Monosacchariden abhingig sein. Auf Grund der 


gefundenen Affinititsverhiltnisse der untersuchten Saccharase 


' wurde geschlossen, daB bei dieser Saccharase die Kinetik mit 
'der Aciditat nicht stark geindert werden kann, was auch 


metrmals konstatiert worden ist. 





Studien iiber Leberamylase. 
Von 
Oskar Holmbergh. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. November 1923.) 


Inhalt. 


1. EKinleitung 

2. Der Amylasegehalt nae Relewsbaiitileee ; 

3. Hemmungskérper im Lebergewebe 

4, Abhingigkeit von der Wasserstoffzahl . 

5. Herstellung von Leberamylaselésungen . 

6. Dialyse 

7. Einflu8 von Elektrolyten : ' 

Versuchsreihe 1—3: Pulietioston — 
- 4—6: Einwirkung von Giiloviden 
" : a , Jodiden . 

8: NaF . 


” ee ” ” 
Zusammenfassung 
Anhang 


1. Einleitune. 


Nachdem die stirkespaltende Fahigkeit der blutleerev 
Leber durch Claude Bernard (1855) und v. Wittich’) ent- 
deckt und beschrieben worden war, ist die Leberamylase 


Gegenstand vieler Untersuchungen gewesen. 





') vy. Wittich, Pfliigers Archiv Bd. 7, S. 28 (1873). 
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Die Existenz eimes der Leber selbst zugeh6renden, wirk- 
lichen diastatischen Enzyms wurde indessen von vielen Seiten 
lange bezweifelt. DaB die amylolytische Wirkung nicht an 
die lebende Zelle gebunden ist, haber Pavy?), Tebb?), Pick®*, 
Lussana‘) u. a. gezeigt. Dastres) Kinwendung, daB die 
Zuckerbildung durch Bakterien verursacht wird, wurde von 
Salkowsky ®) widerlegt, indem er durch Chloroformwasser- 
digestion aus Leberbrei die Lebenstiitigkeit der Bakterien 
verhinderte und doch vollstiindige Verzuckerung von Starke 
erzielte. Wohlgemuth*’) hat mit PreBsaft, der nach Ver- 
reiben mit Quarzsand durch Auspressen bei 100—200 Atm. 
yewonnen war, wobei also eine vitale Funktion ausgeschlossen 
war, einen neuen Beweis erbracht, da8 die Glykogenumwand- 
lung in der Leber von rein enzymatischer Natur ist. 

Quantitative Feststellungen der Enzymmenge per Zelle 
oder per g Trockengewicht sind nur selten ausgefiihrt worden; 
in den wenigen Untersuchungen wurde die Amylasewirkung 
des PreBsaftes gewohnlich nach Wohlgemuths Methode und 
ohne Anwendung von Pufferlésungen gemessen. 

Wertvolle physiologisch-chemische Untersuchungen verdankt 
man Lesser (Biochem. Zs. Bd. 102 u. 119). 

Acidititsbedingungen der Wirksamkeit der Leberamylase 


| snd friiher nicht niher geprift worden. Die Neutralsalz- 
_ wirkung ist von Starkenstein®) nur an NaCl untersucht und 
| forderte weitere Studien. Auch Reinigungsversuche sind an 
| Leberamylase noch kaum angestellt worden. 


Um iiber diese Punkte unsere Kenntnisse an Leberamylase 


_ 20 ergiinzen, wurde die vorliegende Untersuchung unternommen, 
' die ich auf Veranlassung von Herrn Prof. H. vy. Euler und 
| wter seiner Leitung ausgefiihrt habe. 


") Pavy, Jl. of Physiol. Bd, 22, S. 391 (1898). 

*) Tebb, Jl. of Physioi. Bd. 22, S. 121 (1898). 

’) Pick, Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. Bd. 3, 8. 163 (1903). 
*) Lussana, Arch. di fisiol. Bd. 2, 8. 445 (1905). 

’) Dastre, Arch. de physiol. norm. et pathol. Bd. 21, S. 69 (1888). 
*) Salkowsky, Festschrift fiir v. Leyden 1891. 

’) Wohlgemuth, Biochem. Zs. Bd. 9, S. 29 (1908). 

*) Starkenstein, Biochem. Zs. Bd. 47, S. 300 (1912). 
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2. Der Amylasegehalt der Schweineleber. 


Die groBe Bedeutung der Leber fir die physiologische 
Zusammensetzung des Blutes geht schon daraus hervor, daB das 
an resorbierten Stoffen reiche Blut, das aus den BlutgefiiBen 
des Darmes kommt, ehe es zum Herzen gelangt und von diesem 
nach den verschiedenen Geweben und Organen getrieben wird, 
die Leber durchstrémen muB. DaB eine Assimilation von dey 
aus dem Pfortaderblut aufgenommenen Nahrungsstoffen dort 
stattfindet, ist besonders fiir Kohlehydrate bewiesen, indem 
hier Glykogen aus Glucose gebildet wird. Wegen des grofen 
Bedarfs an Kohlehydraten, besonders bei Pflanzenfressern, wird 
auch die Glykogenmenge in der Leber bedeutend; die Leber 
kann bis zu 18°/, ihres Gewichtes an Glykogen enthalten. 

Der fermentative Abbau dieses Kohlenhydratreservemate- 
rials tritt schon bei Hunger verhiltnismiBig rasch ein. Ishi- 
moria?) fand bei Kaninchen nach 4—6 tagigem Hungern sehr 
wenig Glykogen, Aldehof?) 0,8°/, nach 6 Tagen und Otto‘ 
nach 4 Tagen die Leber beinahe glykogenfrei. 

Bei Glucosurie z. B. nach Pankreasexstirpation verliutt 
der Glykogenschwund bedeutend schneller und _ vollstindiger 
(Bang*) u.a.). Im Widerspruch hierzu steht, wie mir scheint, 
eine neuerlich erschienene Untersuchung von Koga‘). Nach 
dieser Untersuchung soll aber der Pankreas selbst durch ver- 
mehrte Abgabe (bei Hunger) eines aus der Pankreasvene iiber 
die Vena portarum zur Leber gelangenden, die Leberdiastase 
aktivierenden Hormons, diese Ausschiittung des Glykogens 
steigern. Auch nach dem Tode verschwindet das Glykogen, 
besonders wenn die Leber in situ in dem getéteten Tiere bleibt." 
Underhill und Blatherwick’) fanden auch glykogenfreie 





1} Kumiomi Ishimoria, Biochem. Zs. Bd. 48, S. 332 (1913). 

*) Aldehof, Zs. f. Biol. Bd. 25, S. 187 (1889). 

8) Otto, Zs. f. Biol. Bd. 28, S. 249 (1891). 

*) Bang, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. Bd. 10, S. 320 (1907). 

5) Koga, Biochem. Zs. Bd. 141, S. 410 (19238). 

°) Macleod u. Pearce, Am. Jl. of Physiol. Bd. 27, S. 341 (191)). 

‘) Underhill u. Blatterwick. Jl. of Biol. Chem. Bd. 18, 8.3% 
(1914). 
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Leber bei Hunden nach Wegnahme von Glandulae para- 
thyreoideae und der Schilddriise. Diese umfassende Verzucke- 
rung setzt aber im Vergleich mit der Verzuckerungsfihigkeit 
der Pankreas nur wenig Amylase voraus und wie spiiter ge- 
zeigt wird, ist ‘auch der Amylasegehalt der letzteren per Ge- 


wichtseinheit um wenigstens 3700 mal gréBer als bei der Leber. 


Da keine Untersuchungen iiber die Amylaseverteilung in 


| der Schweineleber gemacht sind, habe ich zuniichst diese naher 
studiert. Als Substratlésung benutzte ich 20 ccm 2°/,ige 

,lésliche* Stirke nach Zulkowsky?), 10 ccm 0,29 n-Phosphat- 
puffer, 1 com 1n-Kochsalzlésung, Toluol und Wasser bis zum 
(42 ccm. py = 6,9, Temp. 37°+ 0,1 wurde in einem elektrisch 


geheizten Wasserthermostaten gehalten. Ausfiihrung: Erlen- 


' meyerkolben & 100 ccm wurden mit Puffer, Kochsalzlésung 
}und Wasser versetzt und dann im Thermostat eingehiingt. 
Nun wurde die frische Lebersubstanz gut zermahlen und in 


kleinen Glasschiffen in Wigeréhren gewogen. Danach lieB 


' man das Schiffchen in einen Kolben hineinfallen und schiittelte 
‘diesen darauf gut. War die Zermahlung so gut, daf keine 
' besonders deutlichen Gewebeteilchen in der Suspension umher- 
»schwammen, so wurde nun 20 ccm vorgewiirmte Stirkelésung 
‘ mugesetzt und den Kolben von Zeit zu Zeit umgeschiittelt. Die 
» Schiittelung’ ist notwendig um die Amylaseverluste nach Zegla?) 
'm vermeiden, Starkenstein‘) hat namlich spiter gezeigt, 
'daB Amylaseverlust durch die Pohlschen*) OrganeiweiBkérper, 
: die schon bei Stehen bei Zimmertemperatur auskoagulieren 
4 kénnen und dabei Amylase mitrissen, vermieden werden kann. 
Bei stetiger Schiittelung der Substratlésungen fand er, daB 
_eine Lebersuspension nach 48 Stunden nichts an Wirksamkeit 
'verloren hatte. Macleod und Pearce®) haben gerade mit 
| Lebergewebe die Bedeutung des Zermahlens dargetan um die 
| Endoenzyme frei zu machen. 


Byer 





') Zulkowsky, Ber. Bd, 13, 8. 1395 (1880). 

*) Gegla, Biochem. Zs. Bd, 16, 8. 111 (1909). 

3) Starkenstein, Biochem. Zs. Bd. 24, S. 196 (1910). 

‘) Pohl, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. Bd. 7, S. 381 (1906). 

) Macleod u. Pearce, Am. Jl. of Physiol. Bd. 25, S. 255 (1910). 
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Unmittelbar nach Zusatz der Stirkelésung wurde eine 
Probe entnommen, da die Lebersubstanz sowohl Zucker wie 
andere reduzierende Verbindungen enthalt und es darum not. 
wendig ist, wegen dieser zu korrigieren. Danach entnahm ich 
nach verschiedenen langen Zeitabschnitten Proben von 10 ccm, 
Die Messung des Spaltungsgrades wurde durch die Bestimmung 
der gebildeten Maltose nach Bertrand erzielt und aus de 
Formel fiir monomolekulare Reaktionen, 


berechnet. 
Die Wirksamkeit des diastatischen Materials berechue 
ich nach der Methode von Euler und Svanberg.') Zur Ap- 
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Fig. 1. Die Leber schematisiert (Ventralseite), 


gabe der Verzuckerungsfahigkeit pro Gramm 'T'rockengewichi, 
Sf, von Amylasepraparaten schlagen sie folgende Einheit vor: 


S / = & ‘k Maltose 





g Priiparat ’ 
wo k den Mittelwert der monomolekularen Verzuckerungskou: 
stante ist, g Maltose, die Anzahl Gramm Maltose, welche be 
der durch & gemessenen Reaktion gewonnen werden kau. 


2) Euler u. Svanberg, Diese Zs. Bd. 112, S. 193 (1920). — Sieh 
auch Euler u. Josephson, Ber. Bd. 56, 8. 1749 u. zw. 17385 (1923). 
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Durch die Bestimmung des Verzuckerungsvermégens bei 
dreifig verschiedenen Teilen der Leber fand ich, daB der 
Amylasegehalt bei einigen Parteien bedeutend gréBer als bei 
anderen ist und halte es fiir geeignet, die Leber vorlautfig in 
elf Teile von verschiedenem Amylasegehalt zu teilen. Dies 
geht aus Fig. 1 hervor. In T'abelle 1 sind Mittelwerte von 4, 
Lebersubstanzmengen und $f naher zu finden. 


Tabelle L 


Siehe hierzu Fig. 1. 





g Lebersubstanz 
Nr. k Mittel x 10° Sf 
frische | getrocknet 
0,0578 0,0183 11,0 0,0057 
2 0,0564 0,0179 7,8 0,0041 
3 0,0580 0,0184 7,0 0,0036 
4 0,0826 0,0262 26,0 0,0095 
5 0,1382 0,0438 21,0 0,0045 
6 0,1347 0,0427 15,0 0,0082 
7 0,1587 0,0508 11,0 0,0021 
8 0,1181 0,0359 14,0 0,0088 
M 0,1218 0,0385 6,3 0,0015 
10 0,1092 0,0346 6,7 0,0018 
il 0,0927 0,0294 5,2 0,0017 











Durch Schiitzung des Gewichtes jedes eiles konnte ich 


' die Konstante ’ fiir jeden Teil fiir sich berechnen und daraus 
auch entnehmen, wie viel Zucker unter oben erwahnten Ver- 
‘haltnissen (20 com 2°/, Stirkelésung, 10 ccm Puffer, 1 ccm 
| 1n-NaCl und Wasser bis zu 42 ccm) wahrend 1/,, Minute ge- 
| bildet werden kann, so fand ich fiir alle Teile zusammen einer 
' kleinen Schweineleber (1500 g) 135 mg wihrend dieser Zeit. 


Diese Menge scheint mir mehr als geniigend, um das Blut 


} mit Zucker aus Glykogen zu versehen. Die Konstante dieser 
/ nonomolekularen Reaktion wird so auch fir die Leber zu 
| etwa 10,8 berechnet und der Mittelwert von Sf wird 0,0038. 


Wie aus friiheren Arbeiten u. a. tiber Froschleber*) hervor- 





: 1 Lesser, Biochem. Zs. Bd. 55, S. 355 (1913); ferner Bd. 140 
PS. 435 (1928). 
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geht, andert sich der Amylasegehalt mit der Jahreszeit upj 
ich vermute daB dies, wenn auch aus anderen Griinden, auch 
bei der Schweineleber der Fall ist. 

Kin Versuch mit Pankreassubstanz zeigt den grobe: 
Amylasegehalt dieses Organs im Vergleich mit der Leber 
Dieselben Versuchsbedingungen wie oben. Die benutzte Sub. 
stanzmenge, 4 Mittel und Sf ist in Tab. II ersichtlich. 


Tabelle II. 





g Pankreassubstanz 

wciceesaant paslgea tate eediosnin }; Mittel Sf 
frisch | getrocknet 
0,0066 0,0018 0,0842 13,96 








Wie man findet, ist Sf fiir Pankreas rund 4000 mal gréber 
als bei der Schweineleber. Jedoch ist dieser Wert nicht der 
héchste den ich mit Pankreas berechnet habe. Die héheran 
Werte sind aber Schiitzungen wegen der Amylasewirkung von 
Glycerinextraktionen aus trockenem Pankreaspulver. 

Obgleich Starke kein natiirliches Substrat fiir Leber 
amylase ist, habe ich dies statt Glykogen benutzt und, wie 
aus Tab. Ill hervorgeht, verliuft die Stirkehydrolyse um 
mehrere Prozent schneller. 


Tabelle ILI. 




















Stirke Glykogen 
| l ’ 

Min. Maltose k Proz Min. Maltose k Proz 

mg gespalten mg gespalten 

60 | 26,9 | 0,0034 28,2 60 | 22,0 | 0,0026 24,2 

90 | 360 | 0,0084 | 37,8 106 | 33,6 | 0,0026 35,3 

! 

170 | 51,6 0,0083 54,2 119 | 35,7 | 0,0025 | 37,5 
| | 142 | 40,7 | 0,0025 | 42,1 
| { ' 
| | 456 | 64,6 | 0,0022 | 67,8 











In diesem Zusammenhang erwihne ich einen kleinen Ver 
such mit dialysierter Zulkowskystiirke, mit welcher ich di 
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Reaktionsgeschwindigkeit bedeutend gesteigert fand. Die Starke 
yurde in Kollodiumschliuchen gegen destilliertes Wasser dialy- 
siert. Das Dialysat im Vakuum bis zu 1,5 °/, eingedunstet, 
nit Puffer, Kochsalz und Enzymlésung (Pankreas) versetzt. 
‘ol, 42 com. py = 6,9, Temp. 37°+ 0,1. Die besonders im 
‘Anfang der Reaktion schnellere Hydrolyse von dialysierter 
Stirke geht aus Tabelle IV hervor, a=71°/, der theo- 
Iyectischen Menge Maltose = 37,5 mg in 10 ccm der Probe. 


Tabelle IV. 














Dialysierte Starke Nicht dialysierte Stirke 
Min. Reak- Proz. | ; Proz. I 
: Ae fl 
| tionsdauer | gespalten | gespalten 
| | 
10 | 15,8 |  0,01027 9,6 0,00695 
20 | 27.0 0,00997 20,6 0,00735 
30 36,8 0,00979 30,8 0,00765 
Ss 6 | 51,2 0,00831 18.6 0,00756 
P 9 | 54,8 0,00633 524 | —0,00579 
S330 | 61,0 0,00221 60,8 | —-0,00219 





3. Hemmungen im Lebergewebe. 


' Nach Bang und seinen Mitarbeitern und Zegla soll schon 
die Tétungsart einen EinfluB auf die Fermentmenge haben. 
Ko sollte Nackenschlag eine Fermentvermehrung in der Leber 
wu Folge haben. Dies konnte Starkenstein nicht bestitigen; 
‘er fand aber gréBere diastatische Wirkung bei Tieren die ver- 
Dotet waren und nimmt an, daB eventuelle Hemmungskérper 
dei Verblutung mitgerissen werden. Ohne diesen Umstand 
miher zu studieren, habe ich einige Versuche mit Lebergewebe 
aus verbluteten Schweinen ausgefiihrt, um zu sehen, ob frische 
Substanz eine hemmende oder aktivierende Einwirkung auf 
Mie Stirkehydrolyse durch Pankreasamylase hat. Die Pankreas- 
Puylaselésung erhielt ich durch Extraktion von trockenem 
Peukreaspulver (1 g zu 16ccm, 87°/, Glycerin) nach Willstatter 
@1d Waldschmidt-Leitz.}) 0,75 cem hiervon zu 1000 ccm 


) Willstitter u.a., Diese Zs. Bd. 125, 5. 182 und zwar 150 (1928). 
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Tabelle V. 
| ‘Erhaltene | p 
Min. 4b A ee. cee 
| | Maltose t’ "a | S°Spar 
| | | Stiirke 
mg , mg | mg me 
I. Frische Lebersubstanz: 0,0569 g, /: = 0,00016. 

60 15,9 18 |! 17,4 | 0,00202 0,3 18,3 
120 28,3 82 | 31,3 0,00209 0,2 32, 
180 38,0 4,6 | 38,9 0,00189 3,7 40,9 
295 42,7 5,7 | 44,5 0,00188 3.9 46.8 

II. Frische Lebersubstanz: 0,1261 g, & = 0,00027. 

60 15,9 | 2,6 17,9 0,00209 | 0,6 | Is, 
120 28,3 | 5,1 31,2 0,00208 22 | 328 
180 38,0 | 7,6 41,0 0,00205 | 4,6 | 43.1 
225 42,7 | 93 | 46,1 0,00200 5,9 | 48,3 

III. Friseche Lebersubstanz: 0,1797 g, & = 0,00041. 

60 15,9 3,9 | 19,7 | 000233 «| «(0,1 | 208 
120 28,3 7,7 | 88,0 | 0,00225 20 | 84,1 
180 38,0 11,1 | 43,8 | 0,00225 5,8 | 45, 
225 42,7 13,7 | 47,8 | 0,00213 | 8,6 | 50,2 

IV. Frische Lebersubstanz: 0,2595 g, / = 0,00060. 

60 15,9 57 | 21,4 | 00088 | 02 | 22, 
120 23,3 10.9 | 36,5 | 0,00259 | 2,7 38, 
180 38,0 | 16,7 45,9 | 0,00248 88 | 48, 
235 42,7 19,1 50,1 | 0,00284 | 11,7 | 526 

V. Frische Lebersubstanz: 0,3409 g, k = 0,00071. 

60 15,9 | 6,7 17,9 0,00208 4% | 18,9 
120 28,3 | 12,7 31,0 0,00206 10,0 32,7 
180 38,0 | 18,2 31,3 0,00178 18,9 39,2 
225 42,7 | 220 | 48,5 0,00181 21,2 45,7 


Spalte A zeigt die Maltosemengen, die durch die zugesetzte Pankrea: 
amylase ohne Hemmung gebildet wurden, k = 0,00182. 

B zeigt die Maltosemengen, die durch die zugesetzte Lebersw)- 
stanz gebildet sind. 


C zeigt den Unterschied zwischen theoretischen und erhalten! 
Maltosemengen. 
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Wasser gab eine Lésung, von deren 1 ccm in meiner Substrat- 


‘Jisung ein & = 0,00182 gab. Bei so kleiner Reaktionsgeschwin- 
digkeit konnte ich wihrend mehr als 2 Stunden die Hydrolyse 


verfolgen ehe 42°/, der Starke gespalten waren. Bis zu etwa 
429], Spaltung ist namlich der Reaktionsverlauf genau mono- 
molekular und deshalb leicht aus Konstanten von sowohl der 
Pankreasamylase- wie der Leberamylase-Wirkung die theo- 


fretische Verzuckerung zu berechnen. 


Ausfiihrung. In Erlenmeyerkolben wurden erst 10 ccm 
0,29 n-Phosphatpuffer, 1 ccm 1 n-NaCl, 10 ccm Wasser und 


‘lcem verdiinnter Pankreasauszug eingefiihrt, und dann noch 


die abgewogene genau zermahlene Lebersubstanz und daraut 


‘out geschiittelt. Nach 15 Minuten setzte ich 20 ccm vor- 


gewirmte 2°/,ige Stirkelésung zu. Temp. 37°+ 0,1, py = 6,9. 


‘Jede entnommene Probe 10 ccm. Die Amylasewirkung der 
Lebersubstanz muBte in besonderen Proben festgestellt werden 
‘um mdglichst sichere Werte zu erhalten. Obwohl hierbei 
‘Fehler entstehen, zeigen die Reaktionen deutlich, da8, trotz 
‘des Maltasegehaltes der frischen Gewebe, eine Hemmung der 
Pankreasamylasewirkung durch Lebergewebe stattfindet. In 
FTabelle V sind die Ergebnisse von 5 Versuchen mit Leber- 
; mengen von 0,0569—0,3409 g frische Substanz naher zu finden. 


4, Abhingigkeit von der Wasserstoffzahl. 


Wir die Pankreasamylase liegen genaue Bestimmungen 


des Wirkungsoptimums von Sherman, Thomas und Bald- 
win’) besonders von Willstitter, Waldschmidt-Leitz 
"und Hesse2) vor; letztere Forscher fanden die Reaktion mit 
‘wie ohne Zusatz von Natriumchlorid bei pg = 6,8 optimal. 
‘Hahn’) und Ernstrém‘) fanden fiir Speichelamylase die 
Optima bei py = 6,5 (Phosphatpuffer). Fiir Leberamylase liegt 


‘) Shermann u. a., Jl. Am. chem. Soc. Bd. 41, 231 (1919). 

*) Willstitter, Waldschmidt-Leitz und Hesse, Diese Zs. 
| Bd. 126, S. 148 und zwar 149 (1923). 

& ) Hahn u. Michaelik, Zs. Biol. Bd. 73, S. 10 (1921). 

*) Ernstrém, Diese Zs. Bd. 119, S. 190 (1921). 
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nach Michaelis’) die optimale Aciditit zwischen py = 6) 
und py = 7. | 

Selber habe ich mit 0,29n-Phosphatpuffer und einer 
einzigen NaCl-Konzentration von 0,024n- das Wirkungsoptimun 
der Leberamylase bei pp= 6,9 gefunden, wie die folgend 
Tabelle VI und Fig. 2 zeigt. 
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Amylasewirkung bei NaCl-Zusatz und verschiedenem p,,, 


Tabelle VI. 


Amylase bei wechselndem p,,. 
2cem Glycerinauszug, 20 cem 2°/, Stirkelésung, 10 ccm 0,29 n-Phos 
phatpuffer, 1 ccm 1n-NaCl) und 9 cem Wasser. Temperatur 37° + 0), 
1 Stunde, Angaben in mg Maltose per 10 cem. 





6,9 7,0 7,2 8,0 
18,3 }| 14,8 5,8 


Pr 5,0 5,9 6,7 6,8 
me Maltose | 6,5 17,3 | 18,5 | 19,1 


>. Herstellung von Amylaselésungen. 


Von den vielen dlteren Methoden zur Herstellung voi 
Leberamylaselésungen habe ich einige gepriift und auch mit 
der von Willstaitter’) und seinen Mitarbeitern bei ihre 
Untersuchungen iiber Pankreasenzyme angewandten gearbeitet 


') Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, Berlin 1914. 
*) A. a. O. S. 75. 
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Substratlésung: 20 ccm 2 °/,ige Starke, 1 ccm 1 n-NaCl, Wasser, 
Toluol und Enzym bis zu 42ccm. Temp.37° + 0,1, pp =6,9. 
Nach verschiedenen Zeiten wurden 3—4 Proben entnommen 
und & bestimmt. 


1. Auszug aus frischem Gewebe. 


a) Mit Wasser. 
1000 g zermahlene Leber wurden mit 1000 com Wasser 


; wibrend 1 Stunde geschiittelt, wahrend welcher Zeit die iiber- 
-haupt extrahierbare Amylase in Lésung geht. Nach lingerem 
/Schiitteln immer weniger Wirkung. Danach abgesaugt. 1 ccm 


(Trockengewicht 0,1202 g) von diesem Filtrat entspricht k = 


000065 und folglich Sf = 0,0016. Durch Fallung des Filtrates 
950cem) mit 2000ccm 96°/,igem Alkohol fallt etwa 90 °/, 
‘der Enzyme und man erhalt 100g Fallung, deren Sf nur 
(,00058 ist. Um vielleicht durch Autolyse das Enzym von 
‘hemmenden Begleitstoffen frei zu machen autolysierte ich gut 
zermahlene Gewebe in Toluol wahrend 6 Monaten. Es zeigte 
‘sich aber, daB Sf von etwa 0,0030 zu 0,0005 vermindert wurde. 


b) Mit Glycerin. 
40 g zermahlene Lebersubstanz wurde mit 160 ccm 


©s7°/,igem Glycerin extrahiert. 


Nach 24stiindigem Auslaugen entspricht 1 cem k = 0,0015. 
48 - - ” leem k = 0,0012, 


. hiernach geklart durch Zentrifugierung. 


Nach weiteren 25 Tagen entspricht 1 eem & = 0,0004 und 
¥ oo , es 1ecem *& = 0,0001. 
Durch Pressung. 


190 g feingemahlene Lebersubstanz gaben durch Aus- 
pressen bei etwa 150 Atm. 12ccm PreBsaft, von denen 2 ccm 


\trockengewicht 0,1558 g) 4 = 0,0012 gibt. Sf dieses Saftes 
50,0028. 


2. Auszug aus getrocknetem Gewebe. 


| Die besten und leicht herstellbaren Lésungen erhalt man 
: lurch Extrahierung aus trocknem haltbarem Leberpulver. 


I TR parr Maltin Birch Alt wee? A a wr 
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Wiechowski und Wiener?) trocknen miéglichst schnell die 
gut zerkleinerte Organmasse in diinner Schicht auf Glasplattey, 
Kin so von mir hergestelltes Pulver zeigte gute diastatische 
Wirksamkeit; 0,1138 g entspricht % = 0,00026 und also sf - 
0,00068. 4 g dieses Pulver wurden mit 40 ccm Wasser wiihrend 
3 stiindigem Schiitteln extrahiert. Man erhielt dann eine Li. 
sung, von der 2 ccm (Trockengewicht 0,1019) & = 0,00098 gibi, 
Sf = 0,0029. 

Das andere oben erwahnte trockene Pulver ist wie folgi 
hergestellt: Eine Schweineleber, 2240 ¢ wiegend, wurde von 
Bindegewebe méglichst gut befreit und 5mal in der Hack. 
maschine gemahlen. Das Gewicht der auf diese Weise e. 
reinigten und zerkleinerten Masse war auf 1785 g gesunker, 
Die Masse mit 2 Liter Aceton ausgeriihrt und durch einer 
Trichter in eine Flasche hineingesaugt, wurde oft umgeschiittelt 
und nach 2 Stunden filtriert. Der Riickstand wurde wiede 
in 1,5 Liter Aceton aufgeschlammt und nach 30 Minuten ab. 
gesaugt. Darauf Aufschlammung und Schiittelung in 1 Lite 
Aceton und 1 Liter Ather wihrend 5 Minuten und schlieflich 
dieselbe Behandlung noch zweimal mit je 1 Liter Ather. Die 
feste Masse wurde in diinner Schicht auf Filtrierpapier aus. 
gebreitet und in gut durchgeliiftetem Zimmer wihrend etwa 
2 Stunden getrocknet und danach in der Pulvermiihle zer- 
kleinert. Das Gewicht des Trockenpriparats 420 ¢. Nach 
mehrmaligem Mahlen und Sichten durch ein feinmaschiges 
Sieb erhielt ich 103 g grébere bindegewebeartige Substan 
und 300 g staubfeines schwach gelbes Pulver, das hierauf in 
Vakuum iiber P,O, getrocknet wurde. Sf dieses Pulver ist 
0,00060 und schwicher als das nach Wiechowski; siehe abet 
Wasserlésung davon unten! Da ich aber bei Herstellung von 
Pulver nach Wiechowski aus Substanz des amylasereichstet 
Lobus ausging, vermute ich, daB ein neu hergestelltes, aceton- 
und itherbehandeltes Pulver bedeutend aktiver ist. Un 
Wasserauszug zu erhalten, ist eine Extraktionsdauer von dre 
Stunden hinreichend. 2 ccm (Trockengewicht 0,0419 g) eine! 


1) Wiechowski und Wiener, Hofm. Beitr. Bd. 9, S. 247 (1907 
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solchen Losung (1g zu 10 com Wasser) gibt A = 0,0010. Sf= 
0,0072. 
Da es von Wert ist die durch verschiedene Behandlungen 


eintretenden Amylaseverluste zu erkennen, habe ich spiter 


mit kleinen Mengen frischer Lebersubstanz, deren Sf-Mittel zu 
(,0011 festgestellt worden war, beide Methoden niher verglichen. 
23118 g frisches im Mérser gut zermahlenes Gewebe wurde 


'in dinner Schicht auf einer Glasplatte im Vakuum (12 mm 
durch Wasserstrahlpumpe erzielt) tiber P,O, wahrend 1 Stunde 


getrocknet, wodurch das Gewicht auf 0,8408 g gesunken war. 
SfMittel = 0,00070. Der aceton- und iatherbehandelte Teil 


' des Leberbreies zeigte Sf-Mittel = 0,00076, woraus folgt, daB 
'man nach der Acetonmethode um etwa 9 °/, weniger Amylase 


verliert. 
Amylaseverluste die durch wiederholte Fallung durch Al- 


'kohol und Ather?) entstehen, sind so gro®, daB man auf diese 
| Weise die kleine Enzymmengen mit Erfolg nicht niher reinigen 


kann. Dazu eignen sich gewi8 nur die Adsorptions- 
methoden. 
Auch mit Glycerin li8t sich das Enzym gut extrahieren, 


' aber es fordert 24 stiindiges Auslaugen (18°). Wie Willstatter 
-zigt und eigene Erfahrung bestiatigt, ist Glycerinauszug aus 


trocknem aceton- und itherbehandeltem Pankreaspulver sehr 


-haltbar. Meine Ausziige aus trockenem Leberpulver verlieren 
‘aber ein Teil ihrer Aktivitat schon am dritten Tage. Folgende 
‘Konstanten z. B. wurden nimlich waihrend der drei ersten 
Tage gefunden: 1. 0,0U038, 2. 0,00038, 3. 0,00035. 


Shermann und Schlesinger’) fanden die Pankreas- 


jamylase in 50°/, Alkohol ziemlich stabil und deshalb unter- 


suchte ich, ob ich mit Vorteil dieses Extraktionsmittel an- 


‘wenden konnte. Es zeigte sich aber immer, da8 solche Ex- 


traktionen sehr kleine Aktivitiit gaben. 


; ') Siehe Shermann u. Schlesinger, Jl. Am. chem. Soe. Bd. 33, 
| 8.1195 (1911) und Bd. 34, S. 1104, (1912). 

: *)Shermann und Schlesinger, Jl. Am. chem. Soc. Bd. 37, 
ES. 1305 (1915). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CXXXIV. 6 
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6. Dialyse. 


v. Kuler’) hat Malzausziige in Kollodiummembranen gege; 
Wasser dialysiert und nach 2 Tagen mehr als 98°) de 
Trockensubstanz und damit alle reduzierenden Bestandteile ent. 
fernt. Allerdings wird das Enzym bis zu 30°/, des Ausgangs. 
wertes geschwicht, aber die Verbesserung der enzymatischey 
Aktivitat der Trockensubstanz wird 20fach. Auch mit Ans. 
ziigen aus Leberpulver wird durch die Dialyse die Aktivitit 
der Trockensubstanz verbessert, aber nur 6fach. In folgender 
Tabelle VII findet man einige Werte nach 22-, 46- und 7). 
stiindiger Dialyse von Wasserauszug (1 g zu 10 com Wasse 
in Kollodiumschliuchen gegen destilliertes toluolhaltiges Wasser 
das tiglich zweimal erneuert wurde. Nach Beendigung jede 
der beiden Dialysen war der Schlauchinhalt etwas triibe ge. 
worden. Reaktionsmischung: 10 ccm Phosphatpuffer, 25 com 
2°/,ige Starke, 1 com 1n-NaCl, 9ccm Wasser und 5ccm Ep. 
zymlésung. py =6,9, Temp. 37° + 0,1. Jede entnommene Probe 
10 ccm. 


Tabelle VIL. 














ania 2 o; RR =F satei- 

el jl © Pe tet 
0 0,0682 0,00035 | 0,0019 ide = 
21 0,0114 0,00026 | 0,0085 26 347 

46 0,0062 0,00019 | 0,0119 46 527 
72 0,0056 0,00010 | 0,0068 71 258 

















Wie man in Tabelle VII findet, wird die Aktivitat px 
Trockensubstanz nach 46stiindiger Dialyse etwas mehr al 
6fach gesteigert, aber dann ist schon beinahe die halbe Meng 
des Enzyms verloren gegangen. 


¢7. Einfiu8 von Elektrolyten. 


Die tierischen Amylasen unterscheiden sich von iibrige! 
Enzymen dadurch, daf sie nicht nur von den H’-Ionen, sonde 


1) Euler und Svanberg, a. a. O. 
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auch von vielen anderen Ionenarten, auch in sehr kleinen 

Konzentrationen, in ihrer Wirkung beeinfluBt werden. Der 
& HM befordernde KinfluB von Salzen auf die Wirkung der Speichel- 
ie & amylase wurde zuerst von Nasse') beobachtet. Nach Wohl- 
it 'gemuth’) und Neilson und Terry’) ist der aktivierende 
‘oder hemmende Teil des Salzes in erster Linie das Anion. 
lM Pie Leberamylase wird nach Starkenstein‘) von Kochsalz 
's H vositiv beeinfluBt. Dasselbe gilt nach Kendall und Sher- 


tat man®) und Willstatte1®) fiir Pankreasamylase und nach 
ler | Michaelis und Pechstein’) u. a. fiir Speichelamylase. Die 
2. 


~@ optimale Leistung der Leberamylase ist von Starkenstein 
“'' @ untersucht und er findet sie in 2—3°/,igen NaCl-Lésungen, 
_ wihrend Willstitter fiir Pankreasamylase ein Konzentrations- 
der ‘ bereich von 0,003—0,03 n- (0,0175—0,1750 °/, NaCl) optimal 
8° findet. Wie aus einer folgenden Versuchsreihe hervorgeht, 





it 'nahern sich meine eigenen Ergebnisse den Werten Will- 
i : stitters; daB die Befunde Starkensteins so stark abweichen, 
obe ) beruht gewif darauf, daB er ohne bestimmtes pq und ohne 

Puffer mit der Methode Wohlgemuths§) gearbeitet hat. Die 

| Organplasmen, die er benutzt hat, sind immer sauer und durch 
cd | Zusatz von 83—0,18 cem von diesen andert sich die Aciditiit 
g¢ | und bei Untersuchungen iiber Leberamylase mit so engem 


AIO K SOMO POP Meee 


= Wirkungsoptimum werden dadurch leicht Werte verglichen, 
| die nicht direkt vergleichbar sind. 
E Ubrigens bestitigen meine Untersuchungen, daB das Anion 
_ in erster Linie das wirksame Ion ist und da weder Phosphat- 
_noch Acetationen eine besondere aktivierende Wirkung 2zu- 
pro fe kommt. 
gt ’ ') Nasse, Pfliigers Arch. Bd. 9, S. 138 (1875). 
a *) Wohlgemuth, Biochem. Zs. Bd. 9, S. 10 (1908). 
*) Neilson und Terry, Am. Jl. Physiol. Bd. 22, S. 43 (1908). 
a ‘) Starkenstein, Biochem. Zs. Bd. 24, S. 210 (1910). 
* ’) Kendall u. Sherman, Jl. Am. chem. Soc. Bd. 32, S. 1087 (1910), 
16 *) Willstitter, Waldschmidt-Leitz und Hesse, a. a. O. und 
dert Re zwar S. 149, 
q ’) Michaelis und Pechstein, Biochem. Zs. Bd. 59, S. 77 (1914), 
|‘) Wohlgemuth, Biochem. Zs. Bd. 9, S. 1 (1908). 
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Versuchsreihe l. 


Nach Kendall und Sherman (a.a. 0.) und auch nace V°l- 
Béhme?) soll das Phosphation Amylasen aktivieren. Um digit 
niher zu kontrollieren, habe ich Parallelversuche mit Phosf 
phaten und Acetaten als Puffer ausgefiihrt und bei Anwenduy 
von verschiedenen Acetaten konnte ich auch das Verhaltu—R 
einiger Kationen studieren. Die Reaktionsmischungen sinif 4 0 
von folgender Zusammensetzung: 10 ccm 0,25 n-Acetat, 0,03 cen 
Essigsiure, 25 ccm 2°/,ige Starkelésung nach Lintner 10 cca 
verdiinnten Auszug aus Leberpulver (1 g auf 10 ccm 87° 9 
Glycerin) und Wasser bis zu 50 ccm. Versuchszeit 330 Minute 
Pu= 6,9, Temperatur 37°+ 0,1. Wie die Tabelle VIII zeigf 02 
haben keine von den finf verschiedenen Puffersorten ecini: 
spezielle Kinwirkung auf die Verzuckerung durch Leberamylasym %* 
In folgender Versuchsreihe 3 wird die Acetatkonzentratiofy 
varliert. 





Tabelle VIII. 























7 ¢k Cera i ! EP meh 
LS Zz a) =O 2.2 FE Real 
a Oe QS = eo & coe 
Puffer Ean 5 . 2) eo, ae ~ © & such 
Ar A > Te mn ~, mR © m : 
- jan tke = _ 5 
- o + w+ 2+ O + 
mg Maltose | 15,0 14,9 15.1 15,3 52 
Versuchsreihe 2a. 7 0.93 


DaB das Cl’-Ion das in erster Linie der aktivierent: 
Teil des Salzes ist, kann man aus folgenden 5 Versuchen mie’ 
NaCl, KCl, CaCl, und MgCl, in 0,02 n-Konzentration erseheR 4»; 
In gréBere Konzentration weicht CaCl, und eventuell Mg(m 
von den iibrigen ab (siehe 2b und 6). B92 


1) B6hme, Formentforschung Bd. 6, 8. 200 (1922). 
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| Tabelle IX. 
Vol. 50 cem 0,02 n-Salzkonzentration, p,;, = 6,9, Temp. 37° + 0,1, An- 
































nach 
‘ a ; gaben in mg Maltose in 10 ccm der Probe). 
1 dee 
Phos ; mg Maltose nach 
dun ie Pufter + Salz : | 
. 100 Min. | 210 Min. | 300 Min. 
alte mm a Pin asiat cn | a 
—_ } 
SIL 4% 2 ‘Na,HPO, 
+ NaCl 11,0 18,9 | 28,4 
3 cen, + KH,PO, | | 
) cen 0.25 n-CH,COONa " | | ' 
aif. + CH,COOH + NaC 11,7 19,3 27,8 
~* i 0,25 n-CH,COOK : ; i 
Luter, 4 4 CH,COOH + KCl 11,5 19,5 28,0 
Zelgt/ 0,25 n-(CH,COO),Ca : ” 
, l | 18, : 
cin) | + CH,COOH + CaCl, us | 8,8 7,7 
Jase 2 n{CH,COO) Mg oil | 
J E ” . CH,COOH + MgCl, 11,4 0,6 28,2 
rato | 
Versuchsreihe 2b. 
__— Wird aber die Konzentration der Salze auf 0,2n- ver- 
. [>mebrt, so merkt man, daB die Ca*- und Mg”-Ionen auf die 
S _Reaktionsgeschwindigkeit einwirken. Ubrigens dieselben Ver- 
©. fF suchsbedingungen wie in 1 und 2a. 
of 
+f 
4 Tabelle X. 
"= Malt ho 
Puffer und Chlorid = ions 000 
: 100 Min. | 210 Min. | 300 Min. 
_ | ips ; per 
_ ',25n-CH,COONa ohne | 
ven. «= + CH,COOH } ohio an 
jm »25n-CH,COONa | | 
mi , ; | ¢ | 
he | + CH,COOH + NaCl 101 | 19,2 | 25,2 
se 0,25 n-CH,COOK | | | 
Me( = + CH,COOH | +K as oe -_ 
0,25 n-(CH,;COO),Ca H » 
. 0 25n-(CH ,CO0O),Mg | pal 
+ CH,COOH ! + MgCl, 97 | «167 | = 28,9 
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Versuchsreihe 3. 


Das Na’-lon hat in friiheren Versuchen weder positive 
noch negative Verinderungen auf die Amylasewirkung gezeigt. 
Kine durch Variation der Pufferkonzentration Na-Acetat + 
Kssigsdure eventuell auftretende Verinderung der Reaktions- 
geschwindigkeit ist folglich dem Acetation zuzuschreiben. Schon 
in 0,05 n-Lésungen zeigen gewoéhnlich die Ionen ihre spezielle 
Wirkung und ich habe deshalb die Acetationenkonzentrationen 
von 0,05—0,005n schwanken lassen. Die Tabelle XI zeigt 
die Werte aus vier Versuchen ohne Kochsalzzusatz. 


Tabelle XI. 
(Angaben in mg Maltose in 10 eem der Probe). 











Reaktions- 0,05 n- CH,COONa 0,005 n-CH,COONa 
dauer + CH,COOH | + CH,COOH 
Minuten | ~ = i 2 eo ac a | b 
210 8,2 | 8,3 8,4 | 8,0 
300 10,9 | 11,3 | 11,1 | 11,1 
480 15,6 16,4 16.4 | 16,0 





Wie schon aus Versuchsreihen 1 und 2a hervorging, ver- 
halten sich die Phosphat- und Acetationen gegen die Amylase 
gleichartig und aus oben angefiihrten Ergebnissen finde ich, 
da weder die Phosphat- noch die Acetationen in den fiir 
Pufferlésungen brauchbaren Konzentrationen deutlich spezi- 
fische, aktivierende oder hemmende Einfliisse auf die Ver- 
zuckerung durch Leberamylase ausiiben und ich vermute, dat 
die Autoren, welche gréBere spezifische Aktivierungen durch 
diese Ionen wahrnahmen, die Verschiebung der Wasserstoffzahl 
nicht geniigend beriicksichtigt haben. 

Um die Konzentration des Cl’-Ions fiir optimale Aktivie- 
rung niher zu bestimmen war die Reaktionsmischung mit ver- 
schiedenen Salzmengen (aus Liésungen) versetzt worden, s0 
da8 der Salzgehalt, gewéhnlich auch in nachherigen Versuchen, 
mit folgenden Normalititen variiert worden war: 0,002, 0,008, 
0,016, 0,02, 0,04, 0,2, 0,4, 0,5, 1,0, 2,0. Wegen der geringen 
Stabilitiit der Leberamylaselésungen (s. S. 82) sind sie nicht 
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dialysiert worden, weshalb sie kleine Salzmengen enthalten. 
Nur bei der Aktivierung durch Natriumchlorid habe ich Serien 
sowohl mit wie ohne dialysiertes Enzym gemacht und finde 
dabei in beiden Serien die optimale Wirkung bei demselben 
Salzzusatz, wohl aber wie zu erwarten war, prozentisch sehr 
viel héhere Aktivierung beim dialysiertem Enzym. Fiir jeden 
Tag wurde gewohnlich Glycerinauszug neu bereitet. 


Versuchsreihe 4. 


Diese Versuchsreihe erkliirt den EinfluB von Natrium- 
chlorid bei verschiedenen Konzentrationen. Als Substratlésung 
benutzte ich 10 ccm 0,25 n-Natriumacetat, 0,03 ccm 0,25 n-Kssig- 
siure, 25 com 2°/, Stirkelésung, NaCl-Lésung, Wasser, Toluol 
und Enzym (5 ccm) bis zu 50 ccm, pg = 6,9, Temp. 37°+ 0,1. 
Versuchszeit 300 Minuten wihrend welcher Zeit wenigstens 
drei Proben 4 10 ccm entnommen wurden; die gebildete Mal- 
tose wie vorher und in folgenden Versuchen nach Bertrand 
vestimmt. 

Tabelle XII. 


(Angaben in mg Maltose per 10 cem.) 

















BC I-Kon- 





























Ohne 9 
tration | Salz 0,002 n-| 0,008 n-] 0,016 n- | 0,02 n-}] 0,04 n- {0,2 n-]0,4 n-}0,5 n- 
: Maltose 
300 Min. | 20,2] 23,5 24,7 25,4 25,3 25,4 | 25,5 | 25,5 | 24,6 
4,5 5,4 5,8 6,0 6,0 6,0 6,0} 6,07 5,8 


Kin wihrend 72 Stunden gegen destilliertes Wasser dialy- 


sierter Wasserauszug gab folgende Werte: 


Ohne NaCl-Zusatz 0,002 n-NaCl 0,02 n-NaCl 
104 2,7 5,5 10,1 
', Aktivierung — 104 274 





Da eine Zusammenwirkung von mehreren Salzen event. 
ein besseres positives Resultat geben kénnte, habe ich Amylase 
tells in der Salzkonzentration der physiologischen Kochsalz- 
lésung (in 1 Liter Lésung 9 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 gCaCl,, 0,2 g 
NaHCO.) und teils in einer NaCl-Lisung wirken lassen, deren 
Cl’-Konzentration gleich der der physiologischen Kochsalzlisung 
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war (0,1584n-). pyr=6,9, Temperatur 37°+ 0,1. Aus dem 
k-Mittel der verschiedenen Proben geht aber hervor dab die 
Reaktionsgeschwindigkeit in beiden Lésungen dieselbe ist. 
In physiol. Kochsalzlésung -Mittel a) 0,00057 
b) 0,00057 
In NaCl-Lésung (0,1584 n-) k-Mittel a) 0,00057 
b) 0,00059 
Ergebnis: Fiir Aktivierung durch NaCl ist ein Konzen. 
trationsbereich von 


0,008 — 0,5-Normalitat optimal. 


Versuchsreihe JB. 


In Versuchsreihe 2 zeigte Kaliumchlorid dieselben Ver. 
haltnisse zur Leberamylase wie Natriumchlorid und dies wird 
weiter bestitigt durch die in Tabelle XIII angegebenen Zahlen. 
Als Pufferlésung Kaliumacetat statt Natriumacetat, iibrigens 
dieselben Versuchsbedingungen wie im 4. 








Tabelle XIII. 
(Angaben in mg Maltose in 10 cem der Probe.) 
KCl-Kon- Ohne | 9 002 n-| 0,008 n- 0,02 n-|0,2n-10,5n-| 1 n- | 20- 


zentration Salz 


mg Maltose nach | 
300 Min. . . . | 19,8 | 23,5 | 24,2 | 24,3 | 24,8 | 24,8 | 23,5] 20,3 
keMittel-10¢ . .| 4,4 | 5,4 56 | 5,6 | 5,8] 5,81 5,4] 46 


























Ergebnis: Fir Aktivierung der Leberamylase durch K(! 
ist ein Konzentrationsbereich von 


0,008 — 0,5-Normalitit optimal. 


Versuchsreihe 6. 


Diese Versuchsreihe zeigt naher wie CaCl, schon in 0,41- 
Konzentration einen hemmenden Hinflu8 auf die Amylase hat. 
Der Puffer besteht aus Calciumacetat und Essigsiure, im 


iibrigen aber gelten dieselben Versuchsbedingungen wie 1 
Reihe 4. 
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Tabelle XIV. 
(Angaben in mg Maltose in 10 ccm der Probe.) 








centration Salz 0,002 n-| 0,008 n-| 0,016 n- | 0,02 n-|0,04n-{0 ,2 n-| 0,4 n- 














nach 800 Min.| 16,5 | 20,7 21,4 21,5 | 21,7 | 21,7 [18,0 ] 15,5 
’ k--Mittel- 10* 3,6 4,7 4,9 4,9 4,9 4,9 4,0 3,4 


























Ergebnis: Zur Aktivierung durch CaCl, ist eine Konzentra- 


tion von 0,008 bis etwa 0,04-Normalitat optimal. 


Versuchsreihe 7. 
Die Einwirkung von J’-lonen auf Speichelamylase ist unter 


‘anderen von Wohlgemuth?) naher untersucht worden, wobei 
f er eine Aktivierung fand, die aber nicht so groB wie beim NaCl 
‘war. Spiter hat Olsson?) dieselbe Amylase mit freiem Jod 
‘schon bei der Normalitit von 1-10-* beinahe total vergiftet. 
' Der EinfluB von Jodiden auf Amylasen ist meines Wissens 
iberhaupt nicht untersucht (abgesehen von einigen negativen 
' Befunden von U. Olsson). Uber ihr Verhalten zu Leber- 
amylase lagen gar keine Angaben vor. Um das Verhalten 
' von Jodiden zu diesen Amylasen zu bestimmen, arbeitete ich 
mit Substratlésungen folgender Konzentrationen von NaJ: 0,002, 
| 0,008, 0,02, 0,2, 0,5 und 1 n-. Ubrigens dieselben Versuchs- 
' bedingungen wie in der Versuchsreihe 4. 


Tabelle XV. 
(Angaben in mg Maltose in 10 cem der Probe.) 








NaJ-Konzen- | Ohne | 9 999 n-} 0,008 n-| 0,02 n-| 0,2n- | 0,5n- | 1n- 
tration Salz } ’ 


mg Maltose 


: nach 300 Min. } 15,0 
F |-Mittel-10* 





3,2 





10,7 
2,2 


9,6 
2,0 





9,6 
2,0 





8,7 
1,8 








4,3 
0,9 





0,5 


') Wohlgemuth, Biochem. Zs. Bd. 9, S. 10 (1908) und zwar S. 36. 
*) Olsson, Diese Zs. Bd. 117, 8S. 91 (1921) und zwar S. 120. — 


j Spiter hat Berezeller mit Mitarbeitern (Biochem Zs. Bd. 183, S. 493 
| (1922) und Bd. 139, S. 476 (1928) den Einflu8 freien Jods auf Amylasen 
| untersucht. 
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Wie man in der Tabelle XV findet, tritt hier eine 
bedeutende Hemmung der Verzuckerungsgeschwindig. 
keit ein schon bei einer NaJ-Normalitaét von 0,002, 
GewiB ist in den starken NaJ-Lésungen etwas freies ab. 
gegebenes Jod wirksam. Da aber hinsichtlich der iibrigey 
hier behandelten Salze Speichel- und Leberamylase sich gleich 
verhalten haben, wurden, besonders weil die Hemmung in 
Anfang der Hydrolyse am gréBten ist, neben der Verzuckerung 
auch die primaire Starkespaltung untersucht und zwar nach de 
Methode Wohlgemuths, und die Ergebnisse gehen aus Ta- 
belle XVI hervor. 


Tabelle XVI. 


(Substratlésung: 5 ecm 1°/, Starke, 2 ecm 4°/, Phosphatpufter, Salzlésung, 
Enzym und Wasser bis zum 10 ccm.) 
Py = 6,9. Temperatur 37°+ 0,1. 24 Stunden. 











ecm Ohne }9,01 n-] 0,1 n- | 0,4 n- | 0,7 n- | 1,5 n- 
Enzym | KJ KJ KJ | KJ KJ KJ 
1, a r 7 a + 4 
0,8 limes] - + 4 + | 
0,64 oo - i 1 {- a 
0,4 — + + 4 + | limes 
0,25 — |limes}| + + + — 
0,1 — — |limes!limes|limes| — 
0,064 eo ee ee ey eee 
0,04 _ — en ee ee eee 
. 6 20 | 50 | 50 | 50 | 12 




















Bei Ausfiihrung dieser Versuche muB man darauf acht- 
geben, daB nach Zusatz von einem Tropfen Jodlésung, immer 
so weit verdiinnt wird, da die KJ-Konzentration héchstens 
0,1 n- wird, da bei gréBerem Gehalt dieses Salzes keine Blau- 
farbung der Starke durch Jod eintritt. 

Wie man findet (Tabelle XVI), tritt hier 8fache Akti- 
vierung ein, und wir haben hier folglich im Natriumjodid 
ein Salz, das die Verzuckerung hemmt und die Dextrin- 
bildung beférdert. In der Wirkung der Diastase unter- 


scheidet man eine Depolymerisation und die Zuckerbildung. 
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Aso fand unter anderen auch Pottevin'), da& man durch 
/Erhitzen von Malzauszug auf 86° ihm die verzuckernde Kraft 
Snehmen kann, wahrend die Fahigkeit zur Bildung eines sich 


‘nicht mehr mit Jod farbenden, in 70°/, Alkohol léslichen 
3  Achroodextrins in meSbaren Genes erhalten bleibt.?) Bei 


F diesen Versuchen ist die Beschleunigung der Dextrinbildung 


Dnt J'-lonen bedeutend gréBer als die der Verzuckerung, die 


‘man durch NaCl-Zusatz erhalten kann, und der Gedanke, von 


: einer ,, Amylase“ und einer ‘Sisihiasadl zu sprechen, ist folg- 
lich sehr naheliegend. 


Versuchsreihe 8. 


Dieselben Versuchsbedingungen wie in der Versuchsreihe 4, 


haber mit Natriumfluorid. Die erhaltenen Zahlen in Tabelle X VII 


‘zeigen das F’-Ionen eine schwache Beférderung der Ver- 


-zckerung ausiiben. Dies gilt auch, wie ich gefunden habe, 
von der Dextrinbildung. 


Tabelle XVII. 


(Angaben in mg Maltose in 10 cem der Probe.) 





Ohne 
Salz 


0,01 n- 0,1 n- 0,5 n- 0,95 n- 


mg Maltose nach 
300 Minuten . . 7,8 8,8 9,7 7,8 6,4 
K-Mittel- 10. . 1,6 1,8 2.0 1,6 1,3 

















Zusammenfassung. 
1. Der Amylasegehalt der Schweineleber ist in verschiedenen 


Bp Loben verschieden und der Mittelwert von Sf ist 0,0038. 


oo 


2. Das Lebergewebe enthilt Kérper, die die Verzuckerung 


“durch Pankreasamylase hemmen. 


‘) Pottevin, Ann. Inst. Pasteur Bd. 13, S. 665 (1899). 
*) Siehe Pringsheim, Die Polysacharide, 8S. 150, Berlin 1923. — 
iehe ferner Olsson, C. R. Soc. Biol. Bd. 87, S. 1183 (1922). Zur Ver- 


iissigung siehe auch Windisch, Wochenschr. f. Brauerei Bd. 40, S. 49 
923). 


is alanis ean Oe cas hacia 


i 








92 Oskar Holmbergh, 


3. Das Acidititsoptimum der Leberamylase bei gleich. 
zeitiger Anwesenheit von Natriumchlorid und Phosphatpuffe; 
wurde zu py = 6,9 festgestellt. 

4. Bei Dialyse wird die Aktivitit pro Trockensubstan 
um 6fach gesteigert, das Enzym aber bis zu nahe 50°/, des 
Ausgangswertes geschwacht. 

5. In 0,008—0,5 n-NaCl- und KCl-Lésungen ist die Amy. 
lasewirkung optimal. 

6. Es wurde gefunden, daB J’-lonen die Verzuckeruns 
hemmen, aber die Dextrinbildung beschleunigen. 


Anhang. 


Aus einer friiheren publizierten Arbeit+) iiber ,,Stirke. 
spaltung durch tierische Amylasen“ teile ich hier einige Be. 
funde iiber Leber- und Pankreasamylase mit. 

Es zeigte sich, da die Leberamylase in ihrer Wirkung 
gegen kleine Maltosemengen viel empfindlicher ist als Mal: 
amylase, durchschnittlich wurde (nach Korrektion fir die Maltase. 
wirkung der Enzymlésung) folgende Hemmung wahrgenommen: 


Proz. Maltose 
in der Substratlésung 0,4 0,6 0,8 1,5 3,0 


Proz. Aktivitét . . 67 56 43 31 26 

Um die Hemmung der Maltose zu verringern und dadurcl 
auch eine Verschiebung des SchluBwertes der Spaltung 
erzielen, wurde die Reaktionsmischung in Kollodiumschliucha 
gegen eine Pufferlésung mit demselben py und NaCl-Konzen- 
tration dialysiert, und nach 47 Stunden waren nur etwa 2°, 
der urspriinglichen inneren Lésung ungespalten. 

In einem anderen Versuch, wo die durch Pankreasamylase 
gebildeten Produkte durch lebende Hefe vergoren wurden, 
wurde die Reaktionsgeschwindigkeit beschleunigt und die Stirke 
quantitativ gespalten. 

Pringsheim und Fuchs?) haben zu gleicher Zeit be 
Zusatz von getéteter Hefe ein ahnliches Resultat nach lange 


‘) Holmbergh, Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 8, Nr. 33 e- 
S. 1 (1923). q 
*) Pringsheim u. Fuchs, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1762 (1923). 
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 Reaktionsdauer erhalten und nehmen an, daB die quantitative 
'Stirkehydrolyse durch ein in der Hefe befindliches ,,Komple- 
' ment“ bewirkt wird. Im AnschluB an andere Amylasearbeiten 
: habe ich einige Versuche gemacht, um zu sehen, welche Ein- 
4 wirkung oben erwihntes Komplement auf den Endwert bei 
4 der Verzuckerung durch Pankreas- und Malzamylase hat, und 
‘teile hier einige Ergebnisse mit. Die Pankreasamylase, die 
4 ich benutzte, habe ich hergestellt nach Willstitter und 
| Waldschmidt-Leitz!) und hat sich maltasefrei erwiesen. 
Da aber die Hefe Maltase enthilt, deren Wirkungsoptimum” 
bei py = 6,—6,8 ist und folglich nahe zusammenfallt mit dem- 
’ jenigen der Tieramylasen, war es zuerst notwendig, sich iiber 
' den Umfang dieser Maltasewirkung zu orientieren. Ich habe 
4 deshalb sowohl Brauerei- wie Brennereihefe nach der Vor- 
: schritt Pringsheims mit Toluol sowohl wahrend kiirzerer wie 
‘langerer Zeiten behandelt. Wie aber aus den unten mit- 
' geteilten Werten hervorgeht, ist die kurze Behandlung von 
einigen Minuten nicht hinreichend, um die Maltase zu zer- 
4 stéren, wohl aber die Zymase — wenigstens bei den von uns 
_ behandelten Hefesorten —, und wenn die Maltase nach langerer 
 Toluolbehandlung zerstért ist, wird auch die ,,Komplement- 
; wirkung* zu einem Minimum reduziert. 


A. Versuche iiber Maltasewirkung. 
1. 2g Hefe wurde wihrend 4 Minuten im Morser mit Toluol be- 


: handelt. Danach Aufschliammung in Wasser, Totalvolumen 50 ccm. 
i Diese Verdiinnung gilt auch fiir alle folgenden Versuche. Von dieser 
q Emulsion gibt 5 ccm in 50 ccm etwa 1°/, Maltoselésung folgende 
' nach der Methode Bertrand bestimmte Werte: py = 6,9, Tempe- 
7 ratur 37°. Proben von 10 ccm wurden entnommen. Angaben 
'in mg Cu. Wie man findet groBe Maltasewirkung: 


Stunden Brennereihefe Brauereihefe 
mg Cu mg Cu 
0 109,2 109,2 
13 158,8 150,0. 


(Siehe Versuch 1 unten.) 


') Willstitter u. Waldschmidt-Leitz, a. a. O. 
*) Michaelis u. Rona, Biochem. Zs. Bd. 57, S. 70 (1913). 
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2. Mit Toluol (1/,, Athylacetat enthaltend) waihrend 1 Stund: 
bei 37° behandelte Hefe: 


Stunden Brennereihefe 

mg Cu 

0 109.2 

2 137,6. 

3. Wahrend 14 Stunden Toluolbehandelte Hefe (18°). 

Stunden mg Cu 
0 84,3 

6,5 86,0. 


4. 15 Stunden bei 37° mit athylacethaltigem Toluol be. 
handelte Hefe. Keine Maltasewirkung. 

5 und 6. Autolysesaft, 14 Tage alt, zeigte nur Spur von 
Maltase und Autolysesaft, 6 Monate alt, zeigte keine Maltase. 
wirkung, aber auch keine Komplementwirkung. 

B. Hier unten einige Versuche, in denen die Hydrolys 
von Stiirke nach Zusatz von Hefeemulsion niaher verfolgt wurde. 


Versuch 1. Wéihrend 4 Minuten behandelte Hefe. 


Reaktionsmischungen: I. 10 cem Phosphatpuffer, 25 eem 2°/, Lintner. 
stirke, 1 cem 1 n-NaCl, 9 cem Wasser uni 
5 cem Enzymlésung (Pankreas), (0,06 cen 
Giycerinextrakt zu 20 cem Wasser.) 
Il. 10 cem Phosphatpuffer, 25 cem 2°/, Stiirke, 
1 cem 1 n-NaCl, 4 cem Wasser, 5 cem Hete- 
emulsion, 5 eem Enzymlésung. 
III. 10 cem Phosphatpuffer, 25 ccm Maltoseldsung, 
10 cem Wasser und 5 cem Hefeemulsiou. 
(p= 6,9, Temp. 37°. Die Angaben entsprechen 5 cem der Probe.) 











I | Il | Il 
Minuten mgCu | mgCu | mg Cu 
0 0 0 | 51,9 
10 23,5 | 24,7 _ 
20 28,3 | 82,5 i 
40 32,3 | 39,2 a 
70 =| 34,7 441 | 68,7 
130 35,7 | 46,6 = 
190 36,3 | 48,4 = 
240 86,5 (63,2°/,)| 51,0 (88,4°/,) | 74,6 
2705 44,6 (77,39/,)| 55,4 (96%) | — 


wa 
P vie 


Bieri) 
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ine Versuch 2. Hefe, die wihrend 15 Stunden behandelt 
Dwar (37°), gibt folgende Anfangswerte, die nicht auf Akti- 
» vierung deuten. 


Minuten I Il 
(nur Enzym) (Enzym u. Hefe) 

10 22.1 22.1 

20 27,9 29,1 

40 30,8 311 

70 33,1 32.6 


Versuch 3. Wihrend 1 Stunde auf 70° erhitzte (4 Minuten 
’ Toluolbehandelte) Hefeemulsion zeigt bei py = 6,9, Temperatur 37° 
] schwache Maltasewirkung. Dieselben Versuchsbedingungen wie 


| be. 























VOL | oben, aber mit 0,1 ccm Glycerinauszug (60°/, der Starke gespalten 
-_ ; nach 20 Minuten). Die Angaben entsprechen 10 ccm der Probe. 
lyse q | Ohne Hefe Mit Hefe ~ Hefe u. Maltose 
urde Stunden mg Cu mg Cu mg Cu 
0 0 0 109,8 
a 13 88,3 (77,3°/, 89,9 (78,7 °/,) 113,0 
7 61 105,5 (92, my 108,8 (95,2 °/,) ai 
tiirke, ' Versuch 4. Benutzt man dagegen Malzamylase, deren 
Hete- |W irkungsoptimum bei bedeutend niedrigerem py ist, so wird 
. B iiahes die Maltasewirkung fast vollstindig vermieden. Folgende 
— ee | Werte sind bei Pu = 5,1 erhalten worden, 0,1 ccm dialysierte 
he. P Enaymlisung Ubrige Versuchsbedingungen wie im Versuch 1. 
I (ohne Hefe) | Il (mit Hefe) LiL (Hefe u. Maltose) 
Minuten mg Cu | mg Cu | mg Cu 
0 0 0 23,7 
10 5,7 6,4 - 
20 9.9 10,8 
60 26,9 26,7 = 
120 34,6 35,3 — 
190 36,3 36,3 — 
270 36,9 36,7 | 24,1 
1330 43,6 (75,6 °/,) 44,5 (77,1%) 26,0 
4260 49,1 (85,1/,) 48,5 (84,1°/,) | 25,5 
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Versuch 5. Mit 1 ccm Enzymlésung (Malz) (60°/, ge. 
spalten nach 20 Minuten) wurden folgende Zahlen erhalten 
Die Angaben entsprechen 10 ccm der Probe. 

Stunden I II 
0 mg Cu mg Cu 
12 99,1 (86,7°/) 100,8 (88,2 °/,) 
61 108,8 (95,2 °/,) 112,2 (98,2°/,). 


In den Versuchen 11 (Tab. 2) und 6 (Tab. 3) von Prings. 
heim und Fuchs, bei welchem etwa 106 und 107°/, Maltose 
erhalten wurde, tritt eine deutliche Maltasewirkung hervor 
Dagegen konnten wir, wie sich aus oben angefiihrten Zahle 
ergibt, mit unseren Hefesorten keine ,,Komplementwirkung' 


finden. 
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| Bemerkungen zu den Arbeiten von W.R.Hess und Karl 
Bohr‘) ,,Uber den Einflu& thermischer Vorbehandlung von 
' Trockenhefe usw., mit einem Beitrag zur Kenntnis der 
4 ’ Vogel-Beriberi* und P. Roelli’),,Die Aktivierung der Invitro- 
-atmung durch Muskelkochsaft, untersucht an verschiedenen 
' Gewebsarten von gesunden Tauben, Beriberi-Tauben und 
q Hungertauben.“ 
Von 


Emil Abderhalden, Halle a. S. 


y 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Dezember 192°.) 


4 Von mir und Wertheimer ist festgestellt worden, daB im 
‘Siadium der alimentiiren Dystrophie der Tauben, die im Ge- 
-folge der ausschlieBlichen Ernihrung mit geschliffenem Reis 
_auttritt, Atem- und Herztiitigkeit herabgesetzt sind. Wir haben 
diese Beobachtung in vergleichenden Versuchen weiter verfolgt 
Fund sind zu Resultaten gelangt, die unsere ersten Beobachtungen 
7 | durchaus bestiitigen. W.R.Hess und Karl Rohr haben den 
‘ gleichen Befund erhoben, nur fanden sie bei normal ernahrten 
A Teron keine so hohen Werte fiir die Herzfrequenz wie wir. 
Ds ist in der Tat richtig, daB vollkommen ruhige, gesunde 
“Tauben eine Pulsfrequenz von 180—200 Schlagen aufweisen. 
I Die individuellen Schwankungen sind ziemlich gro8. Auch das 
‘Alter der Tiere spielt eine Rolle. Bei leicht erregbaren, 
p threckhaften Tieren ist es notwendig, sie an die Auskultation 
G gewohnen. Im Stadium der alimentiiren Dystrophie (in der 
B Arbeit von Wertheimer und mir ist jener Teil davon, in dem 


_—~ 


Ere es PMs AS cai nl its agleeee 


') W.R. Hess und Karl Rohr, Diese Zs. Bd. 129, S. 268 (1928). 
*) P. Roelli, Diese Zs. Bd. 129, S. 284 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIV. 
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erfahrungsgemaB Krampfbereitschaft besteht, als Krampfstadiun 
bezeichnet worden, ohne daB damit gesagt sein sollte, daf 
Tiere wihrend vorhandener Krampfe auskultiert wurden) zeigt : st 
die Pulsfrequenz eine mehr oder weniger starke Abnahme, & 
Haufig finden sich groBe UnregelmaBigkeiten in der Frequen, & bh 
Ks sei in bezug auf weitere Kinzelheiten auf die demnichst  p 
in ,,Pfliigers Archiv’ erscheinende Arbeit verwiesen. : 

P. Roelli vermag den von mir zuniichst mit Schmidt : B 
und spiter wiederholt vor allen Dingen gemeinsam mit Wert. 





eV 
heimer erhobenen Befund, wonach Gewebe von Tauben, die y 
an alimentirer Dystrophie leiden, eine stark herabgesetzte JF ,, 
Atmung zeigen, die sich durch Zusatz von wirksamen Stofien § }, 


aus Hefe oder Kleie sehr stark in die Hohe treiben liBt, nicht 
zu bestitigen. Ich habe gemeinsam mit E. Wertheimer de — p 
Ursache dieser Differenz nachgespiirt. Es konnte der Nach § ,, 
weis erbracht werden (vgl. die ausfiihrliche Arbeit in ,,Piliigers 
Archiv“), da8 die von P. Roelli angewandte Methode zw 
Lésung des gestellten Problems unbrauchbar ist. Unsere ver — y 
gleichenden Versuche, wobei wir das von Roelli angewandte 
m-Dinitrobenzol mit der direkten gasanalytischen Methode ver- 
glichen, zeigen eindeutig, daB die erstere Methode auSerordentlich 
viel niedrigere Ergebnisse gibt als die letztere. Am eindeutigsten 
und klarsten sind die Ergebnisse, wenn man ein und dasselbe Ge- 
webe im gleichen Zustand und unter genau den gleichen Be. 
dingungen vor und nach Zusatz von wirksamen Hefepriparaten 
untersucht. Es ist dann jeder Kinwand, wonach der Zer- 
kleinerungsgrad der (tewebsstiicke usw. die Ursache von be 
obachteten Erscheinungen sein kénnte, ausgeschlossen. 

Ks steht auch nach den neuen Versuchen fest, dab im 
Stadium der alimentiren Dystrophie der Tauben die 
Gewebsatmung auferordentlich stark herabgesetzt 
ist, und zwar verhalten sich die Gewebe gleich ode! 
doch sehr ahnlich wie solche, die nach dem Meyer: 
hofschen Verfahren griindlich ausgewaschen wordel 
sind. Auf Zusatz von Muskelkochsaft bzw. von wirk & 
samen Hefe- oder Kleiepraiparaten steigt die Gewebs: 
atmung sehr stark an. Die gegenteiligen Beobachtungt! F” 
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ium von Roelli beruhen auf der Ungeeignetheit der von ihm an- 
dat gewandten Methodik zur Beantwortung der vorliegenden Frage- 
zeigt MH stellung. Es geht nicht an, da direkte Methoden durch 


hme. & jndirekte ersetzt werden, es sei denn, daB erwiesen sei, daB mit 
lenz,  pbeiden Methoden der gleiche Vorgang zur Beobachtung kommt. 


ichst JF Der hohe Wert der Anwendung von Farbstoffen als Indicatoren 
; yur Beobachtung der Gewebsatmung soll durch die vorliegende 

nidt [ Bemerkung nicht in Frage gestellt werden, wohl aber muf 
ert- verlangt werden, daB in jedem einzelnen Falle festgestellt wird, 
die welchen Teilfaktor des gesamten Atmungsvorganges der Indi- 
etzte J cator zur Darstellung bringt. Die gasanalytische Methode 
offen bringt das Ergebnis des gesamten Komplexes des Atmungs- 
nicht FF yorganges zur Kenntnis. Es ist natiirlich von allergréBter 
"der JF Bedeutung, die einzelnen Teilfaktoren kennen zu lernen. Im 
‘ach. vorliegenden Falle handelt es sich darum, die Gewebsatmung 
igers Hin der Gesamtheit zu umfassen. Es kann auch nicht zugegeben 
zu! werden, da8 durch die neueren Arbeiten aus der Schule von 

ve F W.R.Hess der direkte stoffliche Zusammenhang zwischen 
ndte F dem Atmungsstoff (Vitamin B) und den beim Atmungsvorgang 
ver- in den Zellen wirksamen Produkten erwiesen ist. Es liegt 
tlich FB eine Hypothese vor, gegen die gewichtige Einwinde mdglich 
gstel sind (vgl. die demnichst erscheinende Arbeit von E. Abder- 


Ge: halden und E. Wertheimer in Pfliigers Archiv). 
Be. 






Anmerkung, Neuerdings hat Hanns Léhr [Zeitschr. f. d. ge- 
ratell samte experim. Med. 37, 442, (1923)] das Verhalten der Gewebsatmung 
Zer- @ wihrend des anaphylaktischen Schocks mittels m-Dinitrobenzol unter- 
be: sucht. Auch er vergleicht die mit dieser Methode erhaltenen Ergeb- 
_ nisse ohne weiteres mit den von mir und Wertheimer [Pfliigers Archiv 

195, 487, 196, 480 (1923)] mittels gasanalytischer Methode gefundenen. 


Aus den angefiihrten Griinden ist dies unzulissig. Es muB dringend 
die q gefordert werden, daB scharf auseinander gehalten wird, ob der gesamte 

etzt a Gaswechsel oder nur ein Teilvorgang der Zellatmung zum Vergleich 

oder ‘kommt. Es besteht sonst die Gefahr einer groBen Verwirrung. 
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Uber den reduktiven Abbau der Proteine und die 
Giftigkeit der Spaltprodukte. 
(5. Mitteilung.) 


Von 


N. Troensegaard, Kopenhagen. 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Dezember 1/23.) 





So zahlreich auch die Untersuchungen iiber die physio- 
logischen Wirkungen der Spaltprodukte der Proteine sind, so 
liegt dennoch iiber der Erkenntnis der Wirkungsart ein un- 
durchdringliches Dunkel. 

Um solche wirksame Spaltprodukte zu erhalten, ist es 
notwendig nicht nur die Wege der hydrolytischen Spallung zu 
gehen, sondern es werden wohl auch oxydative und namentlich 
reduktive Spaltprodukte der EiweiBkérper in dieser Richtung 
untersucht werden miissen. Welche chemischen Radikale im 
Proteinmolekiil die wunderbaren Kigenschaften desselben be- 
dingen, wei man nicht. 

DaB die Proteine die Muttersubstanzen fiir verschiedene 
der in unserem Organismus physiologisch so stark wirkenden 
Hormone und dhnlicher alkaloidartiger Substanzen sind, ist 
sicher. Sicher ist auch, da in der lebenden Zelle aufer 
Hydrolysen auch andere chemische Umsetzungen wie Oxydation, 
Reduktion und Methylierung vor sich gehen. DaB die Proteine 
und deren Spaltprodukte solche chemische Prozesse durch- 
machen, kann man ebenfalls wohl erwarten. Auch liegt die 
Vermutung recht nahe, da die reduzierende Higenschafi 
anaérober Bakterien auf Proteine im Darmkanal wichtige 
physiologische Wirkungen haben kann. 

Die Isolierung der physiologisch wirksamen Spaltprodukte 
der Proteine aus den Organen ist mit den gréBten Schwierig- 
keiten verbunden. Unsere Kenntnisse von den Umwandlungen 
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der Proteime und deren Funktionen im Kérper sind noch sehr 
lickenhaft. Wir wissen, daB die Proteine durch die Verdauung 


gespalten und so zur Aufnahme ins Blut geeignet werden. 
Dieses gibt die aufgenommenen Stoffe an die verschiedenen 
Organe ab, die dem Stickstoff seinen verschiedenartigen Funk- 


' tioen im Organismus zufiihren. Von seiten der Chemiker 


miBte die Aufgabe aus den Proteinstoffen Bruchstiicke heraus- 
zuspalten, die physiologische Wirkung besitzen und eventuell 
in der irztlichen Wissenschaft Verwendung finden kénnen, 
aufgenommen werden. Ist es erst gelungen, physiologisch wirk- 
game Priparate herzustellen, so wird es auch méglich sein, ihr 


- eventuelles Vorkommen und ihre Wirkungsweise im lebenden 


Organismus zu verfolgen. Bei den seither angewandten Spalt- 
methoden der Proteine mit starker Schwefel- oder Salzsiure 
kann man nicht erwarten, physiologisch wirksame Verbindungen 


: isolieren zu kénnen. Die Aminosiuren haben keine wesent- 


lichen physiologischen Wirkungen. Nur ganz wenige alkaloid- 
artige Verbindungen kénnen das Kochen mit starken Sduren 
ertragen ohne zerstért zu werden. 

In fritheren Abhandlungen') sind Methoden fir den 
reduktiven Abbau der Proteine vermittelst Hydrierung der 
Acetylproteine mit Natrium in Amylalkohol, sowie fir die 
Fraktionierung der Reaktionsprodukte angegeben. Diese Frak- 
tionen haben in ihrem chemischen Charakter alkaloidartige 
Kigenschaften. Die vier wichtigsten Fraktionen des Gliadins 
wurden mittels subkutaner Injektion in Meerschweinchen auf 
ihre Giftwirkung gepriift. Die injizierte Stoffmenge ist in 
untenstehender ‘'abelle in g Stickstoff angegeben. Dies ist 


F natiirlich eine duBerst grobe Methode, um Stoffe auf ihre 


physiologische Wirkung zu priifen; aber eingehende Unter- 
suchungen auf diesem Gebiet sind auch nicht Sache des 


' Chemikers. 


Zu den Tierversuchen wurden folgende in der erwahnten 
Abhandlung beschriebene Fraktionen angewandt: 


’ ) Siehe bes. diese Zs. Bd. 127, S. 137 (1923), Bd. 130, 8S. 84 (1923), 
F Bd. 133 8. 116, 
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Uber den reduktiven Abbau der Proteine und die 
Giftigkeit der Spaltprodukte. 
(5, Mitteilung.) 
Von 


N. Troensegaard, Kopenhagen. 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Dezember 1123.) 


So zahlreich auch die Untersuchungen iiber die pbysio- 
logischen Wirkungen der Spaltprodukte der Proteine sind, so 
liegt dennoch tiber der Erkenntnis der Wirkungsart ein un- 
durchdringliches Dunkel. 

Um solche wirksame Spaltprodukte zu erhalten, ist es 
notwendig nicht nur die Wege der hydrolytischen Spallung zu 
gehen, sondern es werden wohl auch oxydative und namentlich 
reduktive Spaltprodukte der EiweiBkérper in dieser Richtung 
untersucht werden miissen. Welche chemischen Radikale im 
Proteinmolekiil die wunderbaren Kigenschaften desselben_be- 
dingen, wei man nicht. 

DaB die Proteine die Muttersubstanzen fiir verschiedene 
der in unserem Organismus physiologisch so stark wirkenden 
Hormone und dhnlicher alkaloidartiger Substanzen sind, ist 
sicher. Sicher ist auch, daf& in der lebenden Zelle auber 
Hydrolysen auch andere chemische Umsetzungen wie Oxydation, 
Reduktion und Methylierung vor sich gehen. DaB die Proteine 
und deren Spaltprodukte solche chemische Prozesse durch- 
machen, kann man ebenfalls wohl erwarten. Auch liegt die 
Vermutung recht nahe, daB die reduzierende Eigenschatt 
anaérober Bakterien auf Proteine im Darmkanal _ wichtige 
physiologische Wirkungen haben kann. 

Die Isolierung der physiologisch wirksamen Spaltprodukte 
der Proteine aus den Organen ist mit den gréBten Schwierig- 
keiten verbunden. Unsere Kenntnisse von den Umwandlungen 
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der Proteine und deren Funktionen im Kérper sind noch sehr 
lickenhaft. Wir wissen, daB die Proteine durch die Verdauung 
gespalten und so zur Aufnahme ins Blut geeignet werden. 
Dieses gibt die aufgenommenen Stoffe an die verschiedenen 
Organe ab, die dem Stickstoff seinen verschiedenartigen Funk- 
tionen im Organismus zufiihren. Von seiten der Chemiker 
miBte die Aufgabe aus den Proteinstoffen Bruchstiicke heraus- 
guspalten, die physiologische Wirkung besitzen und eventuell 
in der irztlichen Wissenschaft Verwendung finden kénnen, 
aufgenommen werden. Ist es erst gelungen, physiologisch wirk- 
same Priparate herzustellen, so wird es auch méglich sein, ihr 
eventuelles Vorkommen und ihre Wirkungsweise im lebenden 
Organismus zu verfolgen. Bei den seither angewandten Spalt- 
methoden der Proteine mit starker Schwefel- oder Salzsiure 
kann man nicht erwarten, physiologisch wirksame Verbindungen 
isolieren zu kénnen. Die Aminosiuren haben keine wesent- 
lichen physiologischen Wirkungen. Nur ganz wenige alkaloid- 
artige Verbindungen kénnen das Kochen mit starken Sauren 
ertragen ohne zerstért zu werden. 

In fritheren Abhandlungen’) sind Methoden fir den 
reduktiven Abbau der Proteine vermittelst Hydrierung der 
Acetylproteine mit Natrium in Amylalkohol, sowie fiir die 
Fraktionierung der Reaktionsprodukte angegeben. Diese Frak- 
tionen haben in ihrem chemischen Charakter alkaloidartige 
Kigenschaften. Die vier wichtigsten Fraktionen des Gliadins 
wurden mittels subkutaner Injektion in Meerschweinchen aut 
ihre Giftwirkung gepriift. Die injizierte Stoffmenge ist in 
untenstehender T'abelle in g Stickstoff angegeben. Dies ist 
natirlich eine iuBerst grobe Methode, um Stoffe auf ihre 
physiologische Wirkung zu priifen; aber eingehende Unter- 
suchungen auf diesem Gebiet sind auch nicht Sache des 
Chemikers. 

Zu den Tierversuchen wurden folgende in der erwahnten 
Abhandlung beschriebene Fraktionen angewandt: 


’) Siehe bes. diese Zs. Bd. 127, S. 1387 (1923), Bd. 130, 8S. 84 (1923), 
Bd. 133 S. 116, 
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N. Troensegaard, 


1. C,: die salzsauren Salze der iitherléslichen heterocyclischen 
Basen (Pyrrolidine), 

2. U,: die acetonlislichen Salze der salzsauren C,- Basen 
(zusammengesetzte heterocyclische Basen, die Pyrrolringe 
enthalten), 

3. C,: die acetonunlislichen Salze der salzsauren C,-Basen 
(ebenfalls zusammengesetzte heterocyclische Basen, die 
Pyrrolringe enthalten), 

4. D,: eine Saure von pyrrolartigem Charakter. 

Zur Anwendung gelangten die schwach sauren, wibriger 

Lésungen, die teilweise bis zu 20°/, Alkohol enthielten. 


a 





Stickstoff 


5 


0,01 
0,01 


0.008 


0,001 
II. 


0,04 
0,03 


0.01 
IT]. 


0,04 
0,03 
0,02 
0,01 


0,001 


0,1 


0,06 


— 


Ae 


Ace 


Gewicht 








des Tieres 
§ iJ Seas 
. Atherlésliche Basen (C,), Pyrrolidine. 
460 Das Tier stirbt nach 65 Minuten. 
440 Das Tier stirbt nach 2 Stunden. 
430 Das ‘Tier wurde ungefihr 1 Stunde nach 


der Injektion etwas matt, erholte sich 
aber rasch und wurde wieder ganz frisch. 
2 Tage nach der Injektion war das Ge- 
wicht 410g, hierauf nahm es wieder zu. 


480 Keinerlei Vergiftungserscheinungen. 
etonlésliche Salze der salzsauren C,-Basen. 

470 Das ‘Tier stirbt nach 3 Stunden. 

400 Keinerlei Vergiftungserscheinungen. Das 


Gewicht des Tieres begann am folgenden 
Tage zuzunehmen. 





LV. 





440 Keinerlei Vergiftungserscheinungen. 
tonunlésliche Salze der salzsauren C,-Basen. 

420 Das Tier stirbt nach 3 Stunden. 

480 Das Tier stirbt nach 2 Stunden. 

470 Das Tier stirbt nach 2'/, Stunden. 

460 Das Tier ist 2 Stunden lang krank, erholt 

sich aber rasch. 
450 Keinerlei Vergiftungserscheinungen. 


Siure von pyrrolartigem Charakter (D,). 


d10 Keinerlei Vergiftungserscheinungen. Das 
Gewicht des Tieres begann am Tage nach 
der Injektion zuzunehmen. 


am Keinerlei Vergiftungserscheinungen. 
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hen | Nach den noch nicht abgeschlossenen Untersuchungen 
‘iiber diese Spaltprodukte miissen die zu den Tierversuchen ; 
sen J yerwandten Basenfraktionen ganz oder teilweise gesiittigte | 


uge / Pyrrolringe enthalten. Die erwartete physiologische Wirkung 
‘dieser Basen paft gut zu der Tatsache, daB Alkaloide mit 
Sell 4 gesiittigten Pyrrolringen eine sehr starke Giftwirkung haben. 
die ; Die Siurefraktion muB aus ungesittigten heterocyclischen 
j Ringen und zwar pyrrolartigen Siuren zusammengesetzt sein. 
Die gereinigte Siure enthilt nur 4°/, Wasserstoff, wihrend 


el : das Protein selbst 7°/, enthilt): Sie ist fiuBerst leicht léslich 
‘ in Wasser und Alkohol, unléslich in Ather. Sie wird aus dem 

— j Protein nach vorausgegangener Reduktion durch Hydrolyse 
7 bei niederer ‘T'emperatur (— 10 bis + 15°) herausgespalten. | 
Durch die Hydrolyse werden natiirlich Wasserstoff- und Sauer- He 
stoflatome eingefiihrt. a 
i Atherlésliche, ungesiittigte Pyrrolsiuren finden sich wie i : | 
| bekannt im Himin des Blutes sowie im Bilirubin. In geringen | 

ee Q Mengen habe ich auch ahnliche, Atherlésliche Phonopyrrol- 

ich J carbonsiuren in den Proteinen nachgewiesen. 

- ; Kine subcutane Injektion von ungefihr 0,8 g (= 0,1 g | 

a. J Stickstoff) dieser Siiure (D),) belistigte das Tier nicht im mindesten. |e 
j Der Tatsache, dai das Proteinmolekiil einen wasserstoff- fee 
armen und einen wasserstoffreichen Teil hat, muB vom physio- i 

or _ logischen Standpunkt aus groBe Bedeutung beigemessen werden. | 


jen © Da die Salze unserer Saéure in Alkohol und in Wasser iuBerst 
_ leicht léslich sind, fiihle ich mich veranlaBt, auf die Méglich- 





 keit hinzuweisen, dieses Praparat in der Proteintherapie zu Re 
' verwenden. : ea 
’ Giftwirkung der methylierten Praparate. 

” 3 Methyliertes Casein und methyliertes Gliadin, die nach 
 irtheren Angaben?) dargestellt werden, zeigen nur geringe 
4 Giltwirkungen. 
' Eine Dosis methyliertes Casein mit einem Stickstoffinhalt 

Jas ~ 

ach 





|  )N.Troensegaard u.J.Schmidt, Diese Zs. Bd. 133, S. 116 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 127, S. 148 (1923). 





104 N. Troensegaard, 


von 0,1 g wurde einem Meerschweinchen von 320 g subcutay 
injiziert. Es trat Infiltration mit nachfolgender groBer Nekrose 


ein, so daB das Gewicht des Tieres im Laufe von 12 Tagen auj 


280 g herunterging. Nach Ablauf dieser Zeit war die Nekrose 
nahezu geheilt und das Gewicht nahm wieder rasch zu. 

Dieselbe Dosis methyliertes Gliadin gab ebenfalls Inti. 
tration und Nekrose, jedoch in geringerem Grade, so daB das 
Tier nicht krank wurde. 

3g methyliertes Gliadin, einem Kaninchen per os ein. 
gegeben, riefen keine Krankheitserscheinungen bei dem Tiere 
hervor. 

Hydriert und fraktioniert man methyliertes Gliadin'), s 
erhalt man dhnliche Fraktionen wie bei der Hydrierung de: 
Acetylgliadins. Eine Probe, welche Erscheinungen die in 
Aceton unléslichen salzsauren Salze der C,-Basen hervorrufer, 
zeigte, daB diese dieselbe Giftwirkung wie die entsprechende 
Fraktion des Acetylgliadins hatten. 











Sticketoff Gewicht 

ie des Tieres 

oe Tee Bee ee ee eee 
0,05 320 Todeseintritt 4'/, Stunden nach der Injektion. 
0,03 320 ”? 5 ”? ” 9 ” 
0,02 330 ” ’ ” ” 99 ” 
0,01 325 Krankheitserscheinungen, doch rasche Er 

holung. Keine Infiltration. 


Methyliert man dagegen die bei der Hydrierung von 
Acetylgliadin erhaltenen Basen mit Jodmethyl und Kaliun- 
methylat, so wird die Giftwirkung viel stirker (bis 20 mal s0 
stark). Da die Basen alkoholisches Hydroxyl enthalten, das 
durch Jodmethyl nicht methyliert wird, so ist es nicht aus- 
geschlossen, daB man bei der Methylierung Cholin- oder Neuri- 
aihnliche Verbindungen erhilt, von denen bekanntlich die 
letzteren aiuBerst giftige EKigenschaften haben. 

Diese Basenfraktion wurde mittels Silberoxyd von Jod 
befreit. Es ist nicht unméglich, da ein Teil der giftigen 





) Diese Zs. Bd. 130, 8, 84 (1928). 
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Methylierte C,-Fraktion (Pyrrolidine). 
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) 





Stickstoff 


o 
} 


0,005 
0,003 
0,002 


0,001 


Basen durch diese Behandlung zerstért wurde, so da’ méglicher- 
Fweise mit einer groéBeren Giftwirkung zu rechnen ist. 


Gewicht 
des Tieres 








Tod nach 3 Stunden. 
Tod in weniger als 14 Stunden. 


Das Tier blieb am Leben und bekam eine 
kleine Infiltration. 


Das Tier blieb am Leben; keine Infiltration. 


Me eheette C,-Basen (HCl-Salze unléslich in Seen 





Stiekstoft 
8 


0,01 
0,005 
0,0025 
0,001 
0,0005 


Die Basen wurden mit Ag,SO, von Jod befreit.') 


Ge wise 
des Tieres 


Co 
tw] 


320 
320 
320 
320 
320 





crn etl Proteol ()). 





Todeseintritt 5 Minuten nach der Injektion. 


Das 'I 


15 
18 
90 


9? 


‘ier blieb am Leben; keine [nfiltration. 





Stickstoft 


G mere 
des Tieres 








‘Sie Tier stirbt nach 31/, Stunden. 


Das Tier wird krank, 
wieder. 


erholt sich jedoch 
GroBe Infiltration und Nekrose. 


Hydrierung von Proteinen in Essigsiure. 


Hydriert man Gliadin in Essigsiure mit Magnesiumpulver, 


') Der Uberschu8 von Ag mit NaCl entfernt. 


so erhélt man neben einem Teil unverainderten Gliadins ein 
alkohollésliches Reaktionsprodukt, das nach der Hydrolyse mit 
- Yerdiinnter Schwefelsiiure und Befreiung von Essigsiure 17,9°/, 
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van Slyke- und 41,5°/, formoltitrierbaren Stickstoff enthiilt, 
Das Priparat ist analytisch nicht niher untersucht; aber aus 
dem Verhaltnis zwischen van Slyke- und Formolstickstoff geht 
hervor, daB sich in dem Produkt weit mehr heterocyclische 
Verbindungen als in einem gewodhnlichen Hydrolysenprodukt 
eines Proteins finden. | 

Ks zeigte sich, daB das Praparat nicht giftig war. In 
Meerschweinchen subcutan injizierte Stoffmengen mit einem 
Stickstofigehalt von 0,01, 0,05 und 0,1 g riefen keinerlei Ver. 
giftungssymptome hervor. 

Acetylcasein wurde mit Zinkstaub in Eisessig nach der 
im experimentellen Teil angegebenen Methode hydriert und mittels 
der verschiedenen Léslichkeit der Zinksalze in 4 Fraktionen 
getrennt. 

Zink und Essigsiiure wurden vollig entfernt. Alle Fraktionen 
geben Biuretreaktion, Fraktion IV eine solche von tief roter 


Subcutane Injektion in Meerschweinchen. 





Gewicht 














Stickstoff des Tieres 
a o 
Fraktion IL. 
0,1 250 Das Tier stirbt nach 5'/, Tagen. 
0,05 250 Das Tier bleibt am Leben; kleine Nekrose. 
Fraktion IL. 
0,1 250 Das Tier bleibt am Leben; Infiltration und 
Nekrose. 
0,05 300 Das Tier bleibt am Leben; kleine Nekrose. 
Fraktion IIL. 
0,1 250 Infiltration und Nekrose, die nach 7 Tagen 
geheilt ist. 3'/, Tage spiiter stirbt das 
Tier. Das Gewicht war auf 200g ge- 
sunken. 
0,08 270 Das Tier bleibt am Leben. 
Fraktion IV. 
0,1 250 Das Tier stirbt nach 16 Stunden. 
0,05 300 Das Tier stirbt nach 5'/, Tagen. 
0,03 250 Das Tier stirbt nach 13 Tagen. 
0,02 270 Das Tier bleibt am Leben und nimm 
tiiglich zu an Gewicht. 
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Farbe. Diese letzte Fraktion wurde auf dem Wasserbad mit 
nittelstarker Schwefelsiiure hydrolysiert. Der Hydrolysengrad 
der einzelnen Fraktionen geht aus dem in Prozent vom Gesamt- 
stickstoff ausgedriickten Amino- (van Slyke-)Stickstoff hervor. 
Er betragt fir Fraktion I: 4,4°/,, fiir 11: 2,2°/,, fiir IIT: 2,2°/, 
md fir IV: 35,0°/. 

Die Versuche zeigen, da8 bei der Hydrierung von Acetyl- 
sein giftige Spaltprodukte entstehen, die ganz anders sind, 
als die giftigen Basen, die wir bei der basischen Hydrierung 
von Acetylgliadin erhalten. In letzterem Falle stirbt das Tier 
entweder rasch, oder aber es wird bei Anwendung einer ge- 
rngeren Dosis wohl krank, erholt sich aber recht schnell 
wieder. Im Gegensatz hierzu wirken die Giftstoffe der Casein- 
hydrierung erst 5—13 Tage nach der Injektion tédiich, eine etwas 
ugewohnliche Giftwirkung, die jedoch von den von pathogenen 
Bakterien erzeugten Giftstoffen, sowie von dem in den Ricinus- 
bohnen enthaltenen Ricin her bekannt ist, was fiir die Serum- 
therapie von grundlegender Bedeutung geworden ist. Auf 
Grund der Wirkungsweise miissen wir annehmen, dab wir es 
mit dem gleichen Giftstoff in allen Fraktionen zu tun haben, 
der in den Fraktionen I—II1 vermutlich als Verunreinigung 
von IV auftritt und wahrscheinlich eine recht bedeutende 
Toxizitaét besitzt (so daB vermutlich auch Fraktion IV nicht 
allzu viel davon enthilt). 

Die Reinigung der zu den Tierversuchen beniitzten Pri- 
parate ist im experimentellen Teil besprochen. 

Die angefiithrten Beispiele der physiologischen Wirkung 
der reduktiven Spaltprodukte der Proteine zeigen mit voller 
Deutlichkeit, da8 man durch Variation der Hydrierungsart 
Spaltprodukte von giinzlich verschiedenen, physiologischen 
Kigenschaften erhalten kann. Man kann vermuten, daB man 
mit anderen Proteinen und anderen Methoden noch stiarker 


wirkende Praparate erhalten kann. 


Da die Untersuchungen und Spekulationen iiber die Zu- 
sammensetzung der Proteine in jiingster Zeit von verschiedenen 
Seiten von neuen Gesichtspunkten aus wieder aufgenommen 
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worden sind, méchte ich an dieser Stelle eine kurze Mitteilung 


iiber katalytische Hydrierung von Gliadin machen, die ich yo; o 
einigen Jahren vorgenommen habe. Zur Anwendung gelangte * 
eine gewohnliche Gliadinlésung in 58°/,igem Alkohol, die durch JR jo 
fraktioniertes Ausfrieren weiterhin gereinigt worden war. Die ™ 
Hydrierung erfolgte unter gewdhnlichem Druck. Als Kataly. @ 
satoren wurden reduziertes Nickel und kolloidales Palladiun MBair 
(Priparat Kalle) verwandt. Die Hydrierung dauerte ungefily & jose 
8 Tage, wobei einige Male Zusatz von frischem Katalysator i 


stattfand. Kriftiges Schiitteln brachte die Wasserstoffaufnahmne nicht 
zum Stehen. Das Gliadin nahm ungefihr 2 Atome Wasserstofi 
pro Atom Stickstoff auf. Die Versuche wurden einige Male mit 
ahnlichem Resultat wiederholt. Spiter hatte ich keinen Erfolg 
mehr mit der Hydrierung, so daB ich die Versuche aufgab. 
Ks ist méglich, daB der Wasserstoff allzu griindlich vom Sauer- 
stoff befreit worden war. Vielleicht geht die Hydrieruug auch 
besser unter Druck. Das katalytisch hydrierte Gliadin wurde 
mit mittelstarker Salzsiure hydrolysiert. Nach Abdampfen 
der Salzsiure waren die zuriickgebliebenen salzsauren Salze 
allesamt léslich in Chloroform. Von allen gewéhnlichen Amino- 
siuren ist es nur das Chlorhydrat des Prolins, das in Chloroform 
léslich ist. Ebenso lag ein groBer Unterschied in dem nach van 
Slyke bestimmbaren und dem formoltitrierbaren Stickstoff vor. 
Auch diese T'atsache deutet auf heterocyclische Aminosauren lun. 

Von den angefiihrten Hydrierungsmethoden, die noch 
mancher Verbesserung fahig sind, ist die Hydrierung der 
Acetylproteine mit Natrium und Amylalkohol vorliutig die 
Methode, die die besten Aufschliisse tiber die Zusammen- 
setzung der Proteine zu geben scheint. Der gréBte Teil des 
Acetyls wird als Essigsiure abgespalten. Die einzelnen Frak- 
tionen haben ausgepragt verschiedene Kigenschaften. 

Das Vorhandensein von eigentlichen Pyrrolen im Proteit- 
molekiil diirfte ich zur Geniige bewiesen haben und die Ver 
mutungen, daB8 die gefundenen Pyrrolabkémmlinge Kunst- 
produkte seien!) sind nicht haltbar. Denn Pyrrole erhalt mat 


——---— tharz 
') Max Bergmann, Erwin Brandt und Fritz Weinman, 


diese Zs. Bd. 131, 8S. 7 (1928). 
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lung Manber bei der Hydrierung der Acetylproteine mit Natrium in 
‘Vor Mi Amylalkohol auch bei der Spaltung des ohne Zuhilfenahme 
Dgte Hon Acetylchlorid hergestellten Acetylproteins mit Jodwasser- 
urch Htoff, sowie bei der Reduktion der ohne voraufgegangene Acety- 
Die Hijerung in methylalkoholischem Kali gelist gewesenen Proteine 
taly- Hi nit Natrium und Amylalkohol. GleichermaBen kinnen Pyrrole 
lium $iurch kurze Behandlung mit starker Kalilauge aus zusammen- 
ahr sesetzten Basen (C,), die vorher nur eine ganz schwache Pyrrol- 
sator MM eaktion gegeben haben, herausgespalten werden. Es ist wohl 
hme Hi nicht gut méglich, mittels so verschiedenartiger Spaltmethoden 
‘stoli Pyrrole zu finden, wenn sich dieselben nicht schon im voraus 
> mit Fim Molekiil befinden. 

riolg Ich kann mir wohl vorstellen, da& es manchem Chemiker 
gab. HB otwas schwer fallt, sich das Proteinmolekiil anders als aus 
\Uel- MA Aminos#uren zusammengesetzt zu denken. Aber ich bin 
auch MF iberzeugt davon, daB es nicht mehr allzu lange anstehen wird, 
urde FB his man die alten Anschauungen verlassen hat. Man muB 
iplen FP blo8 einmal damit beginnen, die Proteinstofie einer mehr all- 
Salze scitigen chemischen Untersuchung zu unterziehen, woran es 
nino Wi seither gefehlt hat. Deshalb kann der Chemiker auch keine 
form HH brauchbaren chemischen Unterscheidungsmerkmale zur Charak- 


Val Miterisierung der verschiedenen Klassen von Proteinen angeben. 
t vor. 

. hin. Experimenteller Teil. 

noch Die zu den Tierversuchen hergestellten Priparate von 


der HPAcetyleliadin wurden durch Hydrierung von Acetylgliadin mit 
; die HP Natrium in Amylalkohol nach der friiher ausfithrlich beschrie- 
mel- Mlenen Methode!) hergestellt, mit der friiher erwihnten Modi- 
| des FRfikation der Acetylierung mit Acetylchlorid, daB man die Kis- 
‘rak- Bessiglisung des Gliadins erst in der Kilte mit dem Acetyl- 
chlorid schiittelt und dann erst mit dem Erwarmen beginnt. 
— Bei der Herstellung des ,,Proteols‘ (D,) wendet man am 
besten nicht wie urspriinglich beschrieben Turbinierung an, 
wenn man mit HCl neutralisiert, da man bei der Turbinierung 
m viel Luft in die Flissigkeit hineinpeitscht, was zu Ver- 
harzungen fihrt. 


') Diese Zs. Bd. 127, S. 137. (1923). 
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Die methylierten Proteine wurden wie frither angegele)! 
hergestellt. Das Jodkalium wird soweit méglich durch Ay. 
nahme des Stoffes in wenig Alkohol absolutissimus entferyt 
der in Lésung gegangene Rest nach Uberfiihrung des Stoffe: 
in Wasser durch Schiitteln mit Ag,SO,. (Das Filtrat wir 
mit etwas NaCl versetzt.) Enthielt die Lésung Kaliumsulfa 
von Bedeutung, so wurde dieses durch Ubernahme des Pro. 
duktes in absoluten Alkohol entfernt. 

Die methylierten Basen ertragen nach der Behandlung 
mit Ag,O das Kindampfen mit Wasser im Vakuum nicht; sie 
miissen deshalb vorher mit Salzsiiure neutralisiert werden. 

Die Hydrierung von Proteinen mit Magnesium oder Zink 
in Kisessig wurde teils bei den genuiden, teils bei den acety. 
lierten Proteinen vorgenommen. 


Hydrierung von Gliadin mit Magnesium. 

Kine Lésung von 40g Gliadin in 750 ccm Eisessig unl 
25ccm Kssigsiiureanhydrid wurde 10 Stunden lang gekocht 
und hierauf mit 55 g Magnesiumpulver bei 100—-110° in 
Laufe von 1?/, Stunden hydriert. Die Essigsiure wurde 
gut wie mdglich abgedampft und der Riickstand einige Mak 
mit Wasser ausgekocht. Die Hilfte des Gliadins ging in Li- 
sung, der Rest bestand vermutlich aus nahezu unveriinderten 
Ghadin. Die wiisserige Lésung wurde im Vakuum auf ei 
kleines Volumen eingedampft und hierauf die auf das Mague- 
sium berechnete Menge Schwefelsiure nebst einem Uberschub 
von 150 1/1n zugesetzt. Zusatz von reichlich Alkohol ul 
Filtration von dem ausgeschiedenen Magnesiumsulfat. Dv 
Alkohollésung im Vakuum auf ein kleines Volumen eingedamptt 
und in verschiedenen Portionen zur Entfernung der Essigsiure 
mit im ganzen 8 Liter Ather behandelt. Hierauf Neutral 
sation mit Natriumhydroxyd, Kindampfen zur Trockne wi 
Aufnahme in absoluten Alkohol zur Entfernung der Salze. 

Fiir die Tierversuche wurde das Priparat in Wasser iiber 
gefihrt. Beim Eindampfen mit Schwefelsiure war eine Hydr- 
lyse erfolgt, so da 17,9°/, des Gesamtstickstoffes als val 





1) Diese Zs. Bd. 127, S. 148 (1928). 
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| Sly ke- und 41,5°/, als Formolstickstoff vorlagen. In dem 


qu Formoltitration verwandten Teil wurde die Essigsiure 


yollig entfernt. Die Lisung hatte einen siiBlich-faden Geruch 


und gab beim Kochen mit starkem Alkali einen ammoniaka- 
lisch-pyrrolinartigen Geruch. 
Bei der Reduktion von Acetylgelatine mit Magnesium 


Fentfernt man dieses nach der Reduktion auf abnliche Weise. 


Setzt man einen kleinen Unterschu8 an Schwefelsiiure zu, so 
kann der Rest des Magnesiums nach der Alkoholbehandlung 


Pdurch Kochen mit Natriumcarbonat entfernt werden, wodurch 


man nur sehr wenig van Slyke-Stickstoff (etwa 2°/, vom ge- 


fsamten) erhalt. 


Bei dieser Hydrierung wird nur ein kleiner Teil des ein- 


gefiihrten Acetyls abgespalten oder hydriert. Deshalb ist das 


Priparat besonders leicht léslich in Chloroform. Eine Tren- 


mung von dem essigsauren Magnesium ist jedoch durch dieses 


Lisungsmittel nicht méglich, da das essigsaure Magnesium mit 
der Gelatine in Chloroformlésung gelatiniert. 
Fraktioniert man diese hydrierten Acetylproteine durch 


‘Fillung mit Ather, so gibt besonders die Fraktion, die am 
ischwierigsten mit Ather gefiillt wird, bei der Hydrierung mit 
‘Zinkstaub und Kalilauge einen stark pyrrolinartigen Geruch. 


Hydrierung der Acetylproteine mit Zinkstaub. 


40 g einmal acetyliertes Casein werden in 600ccm Kis- 


essig gelést und bei etwa 110° mit 55g Zinkpulver unter 
‘Turbinieren hydriert. Das Zink wird im Laufe von 11/, Stunden 


eingefiihrt, wobei man gleichzeitig 2—3¢ in Hisessig geldstes 


‘Kupferacetat in kleinen Portionen eingibt. 


Das essigsaure Zink krystallisiert zum gré8ten Teil aus. 


‘Die Essigsiure wird abdestilliert und der Rest der freien 
Siure so gut wie méglich mit Ather entfernt. 


Das Priparat wurde verschiedene Male mit je 300 ccm 


sabsolutem Alkohol ausgekocht und rasch filtriert. Aus diesem 
FAlkohol schied sich eine pulverige Substanz aus, die mit kaltem 
‘Alkohol gewaschen wurde. Der in Alkohol leicht lisliche Teil 
sstellt Fraktion I, der schwer lésliche Fraktion II dar. Der 
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in Alkohol ungeléste Teil wurde auf dem Wasserbad mit 
Wasser behandelt, wobei Fraktion HI in Lésung ging. |) 
Wasser unldslich ist Fraktion IV. Diese letztere wurde ay 
dem Wasserbad mit 300ccm 1/1n-H,SO, hydrolysiert und 
hierauf die Schwefelsiure genau mit Barytwasser ausgefilllt, 
Kochen mit 60 ccm 1/1 n-Na,CO,, wobei sich kein Zink mehr 
wies. Neutralisierung mit Salzsiiure. Die Fraktion enthielt 
35 °/, ihres Gesamtstickstoffs als van Slyke-N. 

Der Stickstoffgehalt der Fraktionen I—!IV war wie 3,4: 
8.5:1,3:1. 

Das Zink der Fraktionen J—II1 wurde durch Kochei 
mit Natriumearbonat entfernt, wodurch nur unwesentliche 
Mengen van Slyke-Stickstoff entstanden, nimlich 4,4°/, in 
I und 2,2 °/, in If und II]. Schwefelwasserstoff ist unbrauchbar, 
da derselbe mit den Spaltprodukten reagiert. 

Die Essigsiure wurde mit Salzsiiure in Freiheit gesetzt, 
eingedampft und mit Ather extrahiert. Hierauf wurde mit 
Natron wieder neutralisiert. Ein zu groBer Kochsalzgehalt 
wurde entfernt durch Einengen der Liésung und Fallen mt 
Alkohol. 

Die Tierversuche wurden in ,Statens Seruminstitut“ 1 
Kopenhagen yon Dr. phil. L. E. Walbum ausgefiihrt, dem 
ich fiir seinen ausgezeichneten Beistand meinen _ beste 
Dank sage. 

In dem chemischen Teil der Arbeit wurde ich aufs beste 
unterstiitzt von meinem Assistenten, Dipl.-Ing. Eugen Fischer, 
dem ich hiermit fiir seinen Beistand danke. 
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Weitere Studien iiber die Struktur des EKiweifimolekiils. 
Von 


Emil Abderhalden und Ernst Komm. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a, S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Dezember 1923.) 


Wir haben gereinigte Schweineborsten der stufenweisen 
Hydrolyse im Autoklaven unterworfen. Es ist gelungen, die 
folgenden Verbindungen zu isolieren: 

1. Ein Produkt, bestehend aus 2 Molekiilen Oxyprolin 


| und 1 Molekil Glykokoll. Hierzu sei erwihnt, daB das Mole- 


kulargewicht dieser Verbindung nach der von Rast modifizierten 


‘Methode von Barger bestimmt worden ist. Die Ergebnisse 
pwaren sehr befriedigende. 


Wir wollen an dieser Stelle nicht alle in Frage kommen- 


‘den Arten der Verkniipfung von 2 Molekiilen Oxyprolin mit 
}1 Molekiil Glykokoll besprechen. In Frage kommen nur Struk- 
‘turen, die dem Umstand Rechnung tragen, da die isolierte 
Yerbindung schwach sauer reagierte und bei der Aufspaltung 


mit Alkali etwa ‘/, des Gesamtstickstoffes an Aminostickstoff 


puuiwies. Am naheliegendsten ist es wohl, an das folgende 
-formelbild zu denken: 











Oxyprolylrest 
H,C—CH-OH 
| La 
N —————OC-HC CH, HO-CH—CH, 
| / \ vv 
| H.C CH-CO-NH-CH,-CO-N —»> NH,+CH,-CO-N H,C CH-COOH 
-HC—CH, +H,0 Slycyirest H,¢ CH-CO—N 
Byprolylrest HO di de 
q e — 2 
Glycyl-di-oxyprolin 
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Méglicherweise kommen auch die Oxygruppen als Stelle 
der Verkniipfung zwischen den Bausteinen in Frage, doch 
spricht dagegen, da das isolierte Produkt recht widerstands. 
fahig war. Eine derartige Kuppelung etwa zwischen der Oxy. 
gruppe eines Oxyprolinmolekiils und dem Carboxyl des Glyko. 
kolls wiirde wahrscheinlich bei der Einwirkung von Alkali zer. 
fallen. Im vorliegenden Falle wiirde die esterartige Verkniipfung 
von Bausteinen auf das Verhiltnis von Gesamt-N und Amino-\ 
auch nach erfolgter Verseifung ohne EinfluB sein. An und fir 
sich wire somit die erwihnte Bindungsart nicht ausgeschlossen, 

2. Isoleucyl-leucinanhydrid. 

3. Alanyl-glycinanhydrid (?). 

Der Befund der letzteren Verbindung ist nicht tber jeden 
Zweifel erhaben. Ihre Eigenschaften stimmen niamlich wit 
denjenigen des synthetisch dargestellten Diketopiperazins nicht 
iiberein und ferner nicht mit dem entsprechenden Anhydrid, 
das aus Seidenfibroin gewonnen worden ist. 

Weiterhin haben wir in Form erster orientierender Ver- 
suche das gesamte EiweiBgemisch des Blutes dem stufer- 
weisen Abbau im Autoklaven unterworfen. Isoliert wurden «i 
einheitlichen Verbindungen: 

1. Ein Anhydrid, bestehend aus Leucin wi 
Serin. 

2. Kin aus Leucin und Glycin bestehendes An- 
hydrid. 

38. Ein Anhydrid, das aus 1 Molekil Valin wi 
2 Molekilen Prolin bestand. 

Fiir die letztere Verbindung kommt auf Grund des Er 
vebnisses des Wertes der Gesamtstickstoffbestimmung und des- 
jenigen des Aminostickstoffes in erster Linie die folgende 
Formel in Frage: 


CH, CH,—CH 
CH-CH-CO———N¢ | 
CH, \cH—CH, 
NH a 
ate canlaiicalad DC 
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a 
+H,O CO-CH CH, 
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CH,— CH, 
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CH CH,—CH, 
>  SCH-CH-CO-NC 
cu’ | \cH—CH, 
NH, 
NCO 


HOOC-HC” CH, 
| | 
H,C-—— CH, 


Wir werden nunmehr versuchen, von den Anhydriden, die 


aus mehr als 2 Bausteinen aufgebaut sind, gréBere Mengen zu 
-gewinnen. Der Weg zur weiteren Erforschung ihrer Struktur 


ist gegeben. Ks muf versucht werden, den vorhandenen Ring 


'm sprengen. Das entstandene Produkt mu, wenn es eine 
'freie Aminogruppe besitzt, sich mit Si&urechloriden kuppeln 


lassen. Die vollstindige Hydrolyse der aufgespaltenen, ge- 
kuppelten Verbindung mu8 dann ergeben, welcher Aminosiiure 
die freie NH,-Gruppe zukommt. Besteht das Anhydrid, wie 
im vorliegenden Falle, aus 2 Molekiilen Prolin und 1 Molekil 


/ einer eine Aminogruppe tragenden Aminosiure, dann liegen 


die Verhiltnisse von vornherein sehr iibersichtlich. Anders 


liegen dagegen die Verhiltnisse, wenn am Aufbau der An- 
hydride neben Prolin zwei andere Aminosiuren beteiligt sind, 
| die beide bei der Aufsprengung des Ringes fiir den Besitz der 
' freien Aminogruppe in Frage kommen. 


Experimenteller Teil. 


Hydrolyse von Schweineborsten. 
Ks wurden Schweineborsten mit der doppelten Menge 


2°/, iger Salzsiure im Autoklaven bei 120° etwa 10 Stunden 
'erhitzt. Es war vollstindige Lisung eingetreten. Die Biuret- 
| teaktion war positiv. Die Lésung wurde mit Ammoniak neu- 
‘tralisiert, filtriert und dann zur Trockne eingedampft. Der 
| Trockenriickstand wurde gut pulverisiert und mit Sand ver- 
'mischt im Soxhletapparat nacheinander mit Essigither, 
} \ceton und Methylalkohol extrahiert. 


Essigatherauszug. 
Der EKssigither wurde im Vakuum verdampft und der 


verbleibende Riickstand in Alkohol gelést. Die alkoholische 
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Lésung wurde etwas eingeengt und lingere Zeit im Hisschrank 
belassen. Es entstand eine krystalline Abscheidung, die, ab. 
genutscht, gelblich aussah. Durch Umkrystallisieren aus Al. 
kohol unter Zuhilfenahme von Ather konnte ein schneeweies 
Produkt gewonnen werden. Ausbeute etwa 1g. Der Schmel. 
punkt war scharf und lag bei 174° Bei 160° began 
eine schwache Briunung. Die optische Drehung betrug in 
alkoholischer Liésung [@],??° = — 31,65°. Die Hydrolyse mit 
25°/,iger Schwefelsiure ergab Oxyprolin und Glykokoll als 
Bausteine. 

0,0283 g Einwage verbrauchten 3,00 cem n/10-Siure. 

Das entspricht: 14,849/, N. 
0,0971 g Substanz gaben 0,1797 g CO, und 0,0530g H,O. 


Gefunden: 50,509, C 6,10°/, H 14,849, N 
Berechnet fiir Di-oxyprolyl- 
glycinanhydrid C,,H,,N,0;: 50,80 6,01 14,80 


Das Produkt zeigte weder Biuret- noch KiweiBbaustein- 
reaktionen. Nach Sérensen titriert ergab es keinen Amino- 
stickstoff. Wurde es mit Lauge vorbehandelt und dann nach 
Sérensen titriert, so konnten 4,26°/, und ein anderes Mal 
4,69 °/, Aminostickstoff nachgewiesen werden. Das ist ei 
knappes Drittel des Gesamtstickstoffs. Die Molekulargewichts- 
bestimmung nach der Gefrierpunktsmethode (Lésungsmittel: 
Hisessig) ergab den Wert’248 (berechnet: 283). Die mikro- 
skopische Methode zur Molekulargewichtgbestimmung _ nazcl 
Barger-Rast ergab die Werte 289 und 301. 

Aus der alkoholischen Mutterlauge des Produkts konnte 
kein weiterer reiner, einheitlicher Kérper isoliert werden. 


Acetonauszug. 


Beim Einengen des Acetonauszuges bildete sich eine weibe, 
krystalline Abscheidung, die abfiltriert und aus Methylalkoho! 
umkrystallisiert wurde. Der Schmelzpunkt lag bei 273—277" 
bei 271° trat Braiunung ein. Die Substanz gab weder Biuret: 
reaktion noch eine der bekannten Farbreaktionen auf bestimmt 
Aminosiuren. Das Produkt zeigte EHigenschaften eines A! 
hydrids. Es sublimierte in schénen wollenen Flocken. 
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Das optische Verhalten war [a],?°° = — 15,96° in wab- 
rger Lésung. Die Titration nach Sérensen ergab keinen 
\minostickstoff, erst nach Behandeln mit Natronlauge waren 
6,40°/, Aminostickstoff bestimmbar. Die MHydrolyse mit 
25°/,iger Schwefelsiure ergab Leucin und Isoleucin als 
Bausteine. 

0,0327 g verbrauchten 2,90 cem n/1U-Siure. 

Das entspricht: 12,429/, N. 

0,0832 g Substanz gaben 0,1938 g CO, und 0,0736 g H,0. 

Gefunden : 63,54, C 9,89°/, H 12,42°/) N 
Berechnet fiir Isoleucyl- 


| leucinanhydrid C,,H,,N,0,: 63,66 9,80 12,39 


Aus dem Acetonauszug war weiter keine einheitliche 
Substanz zu isolieren. 


Chloroformauszug. 


50 g Hydrolysat von Schweineborsten wurden ohne weitere 
Vorbehandlung mit Chloroform im Soxhlet-Apparat aus- 
gezogen. Ks léste sich nur ein kleiner Teil. Aus der Chloro- 


| formlésung schied sich beim Stehen eine weife krystalline 


Substanz ab. Diese wurde aus Alkohol umkrystallisiert. Alle 


| Kigenschaften des gewonnenen Produkts weisen auf ein An- 
'hydrid hin. Die Ausbeute war sehr gering. Schmelzp. 205 
_ bis 210° unter Briiunung, bei sehr langsamem Erhitzen = 195°. 


0,0408 g Substanz verbrauchten 6,41 cem Siiure n/10. 
Das sind: 21,99 °/, N. 
0,1068 g Substanz gaben 0,1829 g CO, und 0,0584 g H,O. 
= 46,72°/, C und 6,12°/, H. 
Die Analysenwerte wiirden auf Alanylglycinanhydrid hin- 


welsen, dessen Zusammensetzung C = 46,87°/,, H = 6,25 °/, 


und N = 21,88°/, ist, jedoch liegt der Schmelzpunkt zu niedrig. 


| Hs war nicht geniigend Substanz zur weiteren Untersuchung 
}Yorhanden. in Teil der Substanz wurde mit n-NaOH be- 
| handelt. Die eingeengte, zuvor mit n-HCl neutralisierte Lésung 


zeigte schwache Biuretreaktion. Der Versuch, ein Kupfersalz 


‘darzustellen, miBlang. Weitere Kérper konnten aus dem 
| Chloroformauszug nicht isoliert werden. 
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Hydrolyse von BluteiweiB. 


Es wurden 500g BluteiweiB in der vierfachen Menge 
Wasser im Autoklaven 7 Stunden lang bei 180° und ety, 
10 Atm. erhitzt. Es war fast vollstindige Lésung eingetreten, 
Die Biuretprobe war negativ. Nach dem Filtrieren wurde die 
Lésung zur Trockne verdampft und der Riickstand — mit 
Sand vermischt — im Soxhletapparat nacheinander mit Essig. 
ather, Aceton, Chloroform und Methylalkohol extrahiert, 


Essigatherauszug. 


Nach langerem Stehen war eine weife Substanz aus. 
krystallisiert. Der Essigither wurde im Vakuum abdestilliert. 
Es hinterblieb ein weifer, krystalliner Riickstand. Dieser 
wurde in absolutem Alkohol geliést. Nach dem Entfarben der 
Lésung mit Tierkohle wurde diese im Eisschrank lingere Zeit 
belassen. Es krystallisierte eine weife Substanz in Form 
kleiner Knétchen aus. Die Krystalle zeigten einen scharfen 
Schmelzpunkt bei 202—204°. Die optische Aktivitit war 
sehr gering, (c)j,°’ = + 0.87° (in Methylalkohollésung). Die voll. 
stindige Hydrolyse mit 25 °/,iger Schwefelsiure ergab Leucin 
und Serin als Bausteine. Die Titration nach Sérensen ergab 
keinen Aminostickstoff. Erst nach kurzem Erwirmen der Sub- 
stanz in Natronlauge waren 1. 7,09 °/, und 2. 6,89 °/, Amino-N 
bestimmbar. Die Molekulargewichtsbestimmung nach Rast 
ergab die Werte: 198,8 und 190,7. (Fir Leucyl-serin- 
anhydrid berechnet sich das Molgew. zu 200.) 

0,0278 g Substanz verbrauchten 2,78 ecm n/10-S, 

Das entspricht: 14,00°/) N. 
0,0761 g Substanz gaben 0,1512 g CO, und 0,0542 g H,O. 


Gefunden: 54,20°/, C 7,97°/, H 14,00 °/, N 
Berechnet fiir 
Leucyl-serinanhydrid: 54,00 8,00 14,00 


Die Ausbeute betrug etwa 1g. Das isolierte Produkt 
zeigte alle fiir Diketopiperazine bekannten Eigenschaften (bitteren 
Geschmack, Sublimation, kein Kupfersalz beim Kochen mit Cu0} 

Nach Abdunsten von Alkohol und lingerem Belassen i 
Kisschrank konnte eine weitere krystalline Abscheidung erziel! 
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werden, die nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol 
einen einheitlichen Schmelzpunkt bei 233° (rasches Erhitzen) 
aufwies. Die Substanz sublimierte in schénen wolligen Flocken. 


| Das optische Verhalten war: (a)j°’=— 258° (in Alkohol- 


lisung) Nach Sérensen war kein Aminostickstoff  titrier- 
par. Die totale Hydrolyse mit 25°/,iger Schwefelsiure ergab 
Leucin und Glykokoll als Bausteine. Die Substanz 
kann auf Grund der Analyse und der iibrigen EKigenschaften 
charakteristische Sublimation) als Leucyl-glycinanhydrid 


| bezeichnet werden. 


0,0247 g Substanz verbrauchten 2,90 cem n/10-S. 
Das entspricht: 16,43 °/, N. 
0,0455 g Substanz gaben 0,0937 g CO, und 0,0338 g H,0. 
Berechnet fiir 
Leucyl-glycinanhydrid: 56,43 °/, © 8,23 °/, H 16,47 °), N 
Gefunden: 56,18 8,31 16,43 


Die Molekulargewichtsbestimmung nach Rast ergab die 


Zahlen 1. 184,0 und 2. 178,8 (berechnet fiir Leucyl-glycin- 


anhydrid: 170,1). 

Der verbleibende Rest des Alkohols wurde sehr stark 
emgeengt. Es hinterblieb eine braune sirupése Masse, aus 
der durch Behandeln mit Ather eine weiBe Substanz gewonnen 
werden konnte. Diese wurde aus einem Alkohol—Ather- 
gemisch umgefallt. Die umgefallte Substanz besaB einen ein- 
heitlichen scharfen Schmelzpunkt bei 180° In ihrem optischen 
Verhalten zeigte sie eine schwache Rechtsdrehung. (a)j°” = 
+2,6°. Die Titration nach Sérensen ergab keinen Amino- 
stickstoff. Nach Aufspaltung der Substanz mit Natronlauge 
waren 1. 4,86°/, und 2. 4,88°/, Aminostickstoff titrierbar. Die 
Hydrolyse mit 25°/,iger Schwefelsiiure ergab als Bausteine 
eine relativ groBe Menge Prolin und ferner Valin. Das 
Produkt bestand auf Grund der Analyse und Hydrolyse aus 
zwei Molekilen Prolin und einem Molekil Valin in 
anhydridartiger Verknipfung. Das Produkt sublimierte 
beim Erhitzen. 

0,0648 g Substanz verbrauchten 6,79 cem n/10-S. 

Das entspricht: 14,67 °, N. 
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0,0674 ¢ Substanz gaben 0,1511 g CO, und 0,0474 g H,O. 


Gefunden: 61,16 °/, C 7,87 °/, H 14,67 °/, N 
Berechnet fiir 
Di-propyl-valinanhydrid: 61,43 7,84 14,34 


Die Molekulargewichtsbestimmung nach Rast ergab die 
Werte 291,6 und 296,6 (berechnet fiir Di-propyl-valinanhydrid: 
293). Die Substanz reagierte gegen Lackmuspapier schwacl 
sauer. 

Beim Einengen des Aceton- und Chloroformauszugs war 
keine krystalline Abscheidung zu erhalten. Es _ hinterblieben 
in reichlicher Menge braune, schmierige Substanzen, aus denen 
unter Anwendung verschiedener Manipulationen nichts Einheit- 
liches gewonnen werden konnte. In dem methylalkoholischen 
Auszug war relativ die weitaus gréBte Menge des gespaltenen 
KiweiBes gelist. Seine weitere Untersuchung steht noch aus, 
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Emil Abderhalden und Ernst Komm. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a, S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Dezember 1923.) 


Ks sind bei der Hydrolyse von Eiweibstoffen bei Anwen- 


dung verschiedener Methoden Anhydride aufgefunden worden. 
| Sieht man zuniichst von den zahlreichen Verbindungen anhydrid- 
| artiger Natur ab, die W.S. Ssadikow und N. D. Zelinsky?) 
bei der von ihnen angewandten Hydrolyse von Proteinen mit 
' verdiinnter Siure unter Druck angekiindigt haben (eine genaue 


Beschreibung der Isolierung der Produkte und ein Beweis fir 


| die angenommene Struktur steht noch vollkommen aus), dann 


bleiben zunichst 2 Typen vou Verbindungen iibrig. Erstens 


| einfache Diketopiperazine und zweitens Anhydride, die 


drei Aminosiuren enthalten. Erwahnt sei, daB der eine 


F von uns (A.) ein offenbar einheitliches Produkt unter den Handen 


hat, das nach seinem Molekulargewicht und nach seiner Zu- 
sammensetzung offenbar 6 Bausteine enthalt, wovon, wie es 
scheint, je 2 anhydridartig untereinander verkniipft sind. 

Wir haben unsere Untersuchungen iiber den stufenweisen 
Abbau von Proteinen weitergefiihrt. Die Befunde sind immer 
lieselben. Die Anwendung der Hydrolyse mit verdiinnter Siure 
in Autoklaven (Ssadikow-Zelinsky), oder mit Wasser unter 
Druck, unter Anwendung geeigneter organischer Lisungsmittel, 


') Biochem. Zs. Bd. 186, S. 241 (1928). 
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gibt einstweilen die sichersten und besten Ausbeuten an An. 
hydriden und insbesondere an Diketopiperazinen. 

Hs fallt auf, daB die Ausbeuten an diesen Produkten relatiy 
gering sind. Auf 100 g Protein werden an Rohprodukten in 
allgemeinen nicht iiber 5—6 g gewonnen. Es ergibt sich ganz 
von selbst die Frage, ob die isolierten Anhydride ihre 
Kntstehung der angewandten Methode verdanken, oder 
aber, ob Verbindungen vorliegen, die als solche in 
Kiwei8 enthalten sind. Es ist nun bekannt, daB aus Di. 
peptiden mehr oder weniger leicht Anhydride entstehen, ja, 
selbst einzelne Aminosaéuren, wie zum Beispiel Leucin, gehen 
leicht in Diketopiperazine iiber. Die von Ssadikow und 
Zelinsky angewandte Methodik ist ganz dazu geeignet, Di- 
ketopiperazine aus Dipeptiden herzustellen. Erst kiirzlich hat 
P. Brigl') an Hand von Versuchen mit Glycyl-glycin erneut 
den Beweis gefiihrt, wie leicht Diketopiperazine aus Dipeptiden 
hervorgehen kénnen. 

Wir haben parallel mit unseren Versuchen iiber partielle 
Hydrolyse von EiweiBstoffen Untersuchungen mit Polypeptide 
unter genau den gleichen Bedingungen durchgefihrt. Die Zeit- 
umstinde sind leider solchen Versuchen nicht sehr giinstig. 
Immerhin haben wir einstweilen Di-, Tri- und Tetrapeptide zu 
unseren Versuchen heranziehen kénnen. Das Ergebnis der 
unten mitgeteilten Versuche ist, daB das Dipeptid Glycy)- 
leucin beim Erhitzen mit Wasser im Autoklaven in Anhydrid 
iibergeht. Glycyl-l-tyrosin ergab unter den gleichen Be- 
dingungen kein Anhydrid in nachweisbarer Menge. Der eine 
von uns (A.) hat friiher schon unter 4hnlichen Bedingungen 
das Verhalten von Dipeptiden, an deren Aufbau Valin be- 
teiligt war, gepriift, und die leichte Bildung von Diketopiperazinen 
festgestellt. Bei Verwendung von Tripeptiden erhilt 
man ebenfalls Diketopiperazine. Dasselbe ist der Fall, 
wenn Tetrapeptide angewandt werden. Es besteht somit 
kein Zweifel, da8 Diketopiperazine bei der Hydrolyse vol 
Proteinen sekundaér aus Polypeptiden entstehen kénnen. Det 


1 Chem. Ber. Bd. 56, S. 1887 (1923). 
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Befund dieser Anhydride ist somit in erster Linie als ein 


' Beweis fiir das Vorkommen der saiureamidartigen Verknipfung 
yon Aminosiiuren im KiweiB zu buchen. 


Man kénnte nun noch einwenden, daB Anhydride auch bei 


der Erhitzung von Aminosiiuren entstehen kénnten. Wir haben 
auch diese Méglichkeit gepriift, indem wir Aminosauren unter 


' Zusatz von Wasser im zugeschmolzenen Rohr 6—7 Stunden 


auf 150—160° erhitzten. Es konnten in keinem Fall mit 
| Sicherheit Diketopiperazine nachgewiesen werden. Es ist gewib 


' nicht ohne Interesse, daB aus Dipeptiden beim Erhitzen mit 
| Wasser auf hédhere Temperatur Diketopiperazine entstehen. 
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Ihre Bildung muB ohne Zweifel mit der besonderen Struktur 
der Dipeptide zusammenhiingen (bipolare Struktur). 

In keinem Falle konnten wir Verbindungen iso- 
lieren, die drei Aminosduren enthielten und in denen 
gleichzeitig aufer der Polypeptidbindung eine An- 
hydridgruppe vorhanden war. Wir miissen uns nun der 
Frage zuwenden, ob der mehrfach gegliickte Nachweis solcher 
Verbindungen unter den Produkten des stufenweisen Abbaus 
von KiweiB als Beweis dafiir betrachtet werden kann, daB ent- 
sprechende Komplexe im EiweiBmolekiil vorgebildet sind. Es 


' fillt nun auf, daB beim Aufbau all dieser aus 3 oder mehr 


Bausteinen bestehenden Anhydride Prolin oder aber Oxy- 
prolin beteiligt ist. Man wird mit der Méglichkeit rechnen 
miissen, daB diese beiden Aminosiuren sekundir aus dem ent- 
sprechenden y-Oxy-a-aminovaleriansiuren unter Wasserabspal- 
tung hervorgehen kénnen, wobei vielleicht gleichzeitig ein weiterer 
RingschluB einsetzt. Immerhin hat eine solche Annahme einst- 
weilen nicht viel Wahrscheinlichkeit fiir sich. Zunichst be- 
deutet der Befund von Anhydriden, an deren Aufbau drei und 
eventuell mehr Aminosiuren beteiligt sind, ein weiteres Glied 
zu der Vorstellung Emil Fischers, da8 im EiweiSmolekiil die 
Aminosiuren siureamidartig verkniipft sind. Neu kommt die 
Méglichkeit hinzu, daB auBerdem noch anhydridartige Ver- 
kniipfungen von Aminosduren im KiweiBmolekiil vorhanden sind. 

Der zu beschreitende weitere Forschungsweg ist klar 
vorgezeichnet. Wie schon an anderer Stelle hervorgehoben 
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worden ist, gilt es an Modellen, und zwar zunichst an J)j. 
peptiden und Diketopiperazinen, méglichst viele Reaktione, 
ausfindig zu machen, die fiir diese Verbindungen charakteristisch 
sind. Gelingt es durch bestimmte Eingriffe, wie Oxydation 
oder Reduktion, aus Dipeptiden und Diketopiperazinen Ver. 
bindungen zu isolieren, die fiir diese Kérper typisch sind, dan 
ist die Méglichkeit geschaffen, am EiweiB selbst und seinen 
verschiedenen Abbaustufen zu priifen, ob entsprechende Ver. 
bindungen mit den gleichen Methoden zu erhalten sind. Diese 
Forschungen sind bereits im Gange.') Ferner ist es notwendig, 
die Hydrolyse von EHiweiBstoffen unter recht mannigfaltigen 
Bedingungen zu wiederholen und zu priifen, ob stets die 
gleichen Anhydride und in gleicher Menge erhalten werden 
oder aber, ob es gelingt, ihre Ausbeute wesentlich zu steigern. 
Endlich miissen noch viel mehr verschiedenartige Polypeptide 
der Hydrolyse unter den gleichen Bedingungen unterworfen 
werden, wie sie zum stufenweisen Abbau von Proteinen ver- 
wendet werden. Auch in dieser Richtung sind Arbeiten im Gange. 


Versuche tiber Anhydridbildung beim Erhitzen von 
Aminosdiuren und Polypeptiden im Bombenofen mit 
Wasser und 1°/,iger Salzsaure. 

1. 1-Leucyl-glycyl-l-leucin. 

1g des Tripeptides wurde in 5ccm Wasser im Bombenoten 
6 Stunden bei etwa 150° erhitzt. Es war vollstindige Lésung 
eingetreten. Die Fliissigkeit war gelb gefarbt. Beim Ein- 
dampfen hinterblieb ein krystalliner weiBer Riickstand, der 
sich als ein Gemisch von Leucin, Glykokoll und Leucylglycir- 
anhydrid erwies. Das Anhydrid wurde mit Essigither aus- 
gezogen und aus Alkohol umkrystallisiert; die Ausbeute war 
sehr gering (etwa 0,06 g). 

0,0290 g Substanz verbrauchten 3,41 ecm n/10-S. 


Das entspricht 16,46°/, N. 
(Leucylglycinanhydrid: 16,47°/, N.) 


) Vgl. Emil Abderhalden u. Walter Stix, Diese Zs. Bd. 132 
(1924). 
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2. Glycyl-d,l-leucyl-glycin. 
1g des Tripeptides wurde in der fiinffachen Menge Wasser 


'im zugeschmolzenen Glasrohr im Bombenofen 7 Stunden bei 
/ 150° behandelt. Nach dem Erkalten schied sich im Rohr 
' eine krystalline Masse ab, die sich als reines Glycylleucin- 


anhydrid erwies. Ks wurde abfiltriert und das Filtrat ein- 


| cedampft. Aus dem Riickstand konnte mit Essigither noch 


eine geringe Menge Leucylglycinanhydrid ausgezogen werden; 
der Rest bestand aus Leucin und Glykokoll. Die beiden 
Anhydridmengen wurden zusammen umkrystallisiert. Die Aus- 


 beute betrug etwa 0,4g. Das Anhydrid war optisch inaktiv. 


0,0960 g Substanz verbrauchten 11,22 cem n/10-S. 
Das entspricht: 16,35°/, N. 
(Leucylglycinanhydrid: 16,47°/, N.) 


3. Diglycyl-l-cystin. 


1 g wurde in der fiinffachen Menge Wasser im geschlossenen 
tohr 7 Stunden bei 150° im Bombenofen erhitzt. Beim Offnen 


; war starker Geruch nach Schwefelwasserstoff und organischen 
' Suliden bemerkbar. Es konnte aus der Lésung nichts Definier- 
| bares isoliert werden. Das Tripeptid war vollstandig zersetzt. 


4. Glycyl-d,l-leucin. 


1g Substanz wurde in der fiinffachen Menge Wasser im 
Bombenofen 7 Stunden lang bei 150° erhitzt. Nach dem Er- 


_kalten hatte sich im Rohr eine krystalline Substanz ab- 
> geschieden, die sich als reines Glycylleucinanhydrid erwies. Es 
| wurde filtriert. Das Filtrat enthielt reben Leucylglycinanhydrid 
; nur sehr geringe Mengen Leucin und Glykokoll, so daB also 
| die Umwandlung des Dipeptides in das Anhydrid eine fast 
{ (uantitative war. 


0,0645 g Substanz verbrauchten 7,51 cem n/10-S. 
Das entspricht: 16,31°/, N. 
(Leucylglycinanhydrid: 16,47°/, N.) 


# 
£ 
z 
a 
‘hs 
ee 
au! 
a 
A 














126 Emil Abderhalden und Ernst Komm, 


5. Glycyl-d,l-tyrosin. 

1g des Dipeptides wurde in der fiinffachen Menge Wasser 
im Bombenofen 7 Stunden bei 150—160° behandelt. Nach 
dem Erkalten hatten sich im Rohr Krystalle abgeschieden, die 
aus relnem Tyrosin bestanden. Im Filtrat war nur Glykokol| 
vorhanden. ‘Teilweise war Zersetzung eingetreten unter Bildung 
schwarzbrauner Produkte. Der Versuch wurde mit dem gleichen 
Ergebnis wiederholt. 


6. d,l-Leucyl-diglycyl-glycin. 

11/,g des Tetrapeptides wurden in der fiinffachen Menge 
Wasser im Bombenofen wihrend 7 Stunden bei 150° er- 
hitzt. Im Rohr hatten sich Krystalle abgeschieden, die ab. 
filtriert wurden. Die Stickstoffbestimmung lieferte die Werte: 
14,10°/, N und 12,31°/, N. Es lag offenbar ein Gemisch vor. 
Die Hydrolyse ergab Leucin und Glykokoll. Ein Kupfersalz 
war aus dem Produkt nicht darstellbar, dagegen ein Silbersalz. 
Beim Erhitzen sublimierte das Produkt in wollenen Fléckchen. 
Trennungsversuche miBlangen. Es lag vielleicht ein Gemisch 
von Leucinimid und Leucylglycinanhydrid vor. Das Filtrat 
von der krystallinen Abscheidung wurde zur Trockne verdampft 
und dann mehrmals mit heiBem Essigither behandelt. Aus 
Kssigiither krystallisierte beim Erkalten ein gallertig aussehen- 
des Produkt, welches nach Abfiltrieren und Trocknen schnee- 
weiB aussah und sich als Leucylglycinanhydrid erwies. 

0,0747 g Substanz brauchten 8,74 ecm n/10-S. 
Das entspricht: 16,38°/, N. 
(Leucylglycinanbydrid: 16,47°/, N.) 

Der verbleibende Riickstand wurde mit Kupferoxyd be- 
handelt und erwies sich dabei als reines Glykokoll. Das Leucin 
war also vollstandig in Anhydriden gebunden. 


Von dem Tetrapeptid wurden 1,3 g ein zweites Mal mit 
Wasser im zugeschmolzenen Rohr bei 150—160° wihrend 
7 Stunden erhitzt. Es war wiederum eine krystalline Ab- 
scheidung im Rohr nach dem Abkihlen vorhanden, welche 
sich als reines Glycylleucinanhydrid erwies. 
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0,0791 g verbrauchten 9,20 ecm n/10-S. 
Das entspricht: 16,30°/, N. 
(Leucylglycinanhydrid: 16,47°/, N.) 

Die abfiltrierte gelblich gefarbte Lésung wurde zur Trockne 
eingedampft und mit heiBem Essigither behandelt. Beim Er- 
kalten schied sich aus dem Kssigiither ein weiBes Produkt aus, 
welches als Leucylglycinanhydrid identifiziert wurde. 

0,0669 g Substanz brauchten 8,24 ecm n/10-S. 
Das entspricht: 16,49°/, N. 
(Leucylglycinanhydrid: 16,47°/, N.) 

Der Trockenriickstand bestand auBerdem nur noch aus 
Glykokoll. Das Leucin war also wieder vollstiindig in An- 
hydriden gebunden. 

7. Die Aminosiiuren Glykokoll, d-Alanin, d,l-Leucin 
und 1-Tyrosin wurden mehrere Male fir sich und in Ge- 
mischen (iiquivalenter Zusammensetzung) mit Wasser im zu- 
geschmolzenen Rohre bei 150—160° wihrend 6—7 Stunden 
erhitzt. Ks war in keinem Falle ein Anhydrid zu isolieren. 
Tyrosin hatte sich stets in geringen Mengen zersetzt. Beim 
Alanin und Leucin waren im Kssigiitherauszug stets sehr ge- 
ringe Mengen Riickstand, die Anhydrideigenschaften besaBen 
(Geschmack, Sublimation). Beim Extrahieren der nicht vor- 
behandelten Aminosiuren mit Essigither hinterblieb beim 
Kindampfen des letzteren aber auch eine geringe Menge 
weiBen Riickstandes. 


8. Glycyl-d,l-leucin. 

‘/,g des Dipeptides wurden mit der sechsfachen Menge 
|°/,iger Salzsiure im Bombenofen 7 Stunden lang bei 150° 
erhitzt. Die verbleibende Fliissigkeit wurde mit Ammoniak neu- 
tralisiert und eingedampft. Aus dem Trockenriickstand lieB 
sich mit Essigiither nur eine sehr geringe Menge von allem 
Anschein nach Leucylglycinanhydrid gewinnen. Er bestand im 
iibrigen aus Glykokoll und Leucin. 


§. d,l-Glycyl-leucyl-glycin. 
‘/,g Substanz wurden in der finffachen Menge 1°/, iger 
Salzsiure im zugeschmolzenen Rohre 7 Stunden bei 150° er- 
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hitzt. Nach dem Erkalten hatte sich schon im Rohre eine 
krystalline Abscheidung gebildet, die sich als reines Leucy|- 
glycinanhydrid erwies. (Ausbeute etwa 0,07 g.) 
0,0610 g Substanz brauchten 7,10 cem n/10-S. 
Das entspricht: 16,34°/, N. 
(Leucylglycinanhydrid: 16,47°/, N.) 


Die gelbliche Fliissigkeit wurde eingedampft. Aus dem 
‘Trockenriickstand lie® sich noch eine sehr geringe Menge 
Leucylglycinanhydrid isolieren; in der Hauptsache bestand ey 
aus Glykokoll und Leucin. 
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Zur Kenntnis der oxydativen und reduktiven Spaltung 
der Proteine. 
Von 
S. Edlbacher. 


{us dem physiologischen Institut und dem Institut fir Eiweibforschung der Universitit 
Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Dezember 1923.) 


I, Oxydationsversuche. 


Maly?) dirfte der erste gewesen sein, der sich mit dem 
oxydativen Abbau der Proteine befaBte. Durch Einwirkung 
von Kaliumpermanganat auf geléstes KiweiB stellte er die 
Oxyprotsulfonsiure und die Peroxyprotsiure dar. Bernet?) 
hat spiter diese Produkte genauer untersucht. 

Es war bei dem damaligen Stande der EiweiBchemie 
natiirlich unméglich, aus den gewonnenen Resultaten weitere 
Schliisse zu ziehen. AuBer den Genannten sind es haupt- 
sichlich Kutscher*%) und seine Schiller und Fiirth*) gewesen, 
die sich mit diesem Problem befaBten. Das wichtigste Er- 
gebnis der Kutscherschen Schule war die Feststellung, daB 
aus dem Eiwei8 Guanidin abgespalten wird, wahrend Fiirth 





1) Monatsh. Bd. 6, S. 107 (1885); Bd. 9, S. 258 (1888); Bd. 10, S. 26 
1889), 

*) Diese Zs. Bd. 26, S. 272 (1898). 

*) Die wichtigste Literatur iiber diesen Gegenstand sei hier zu- 
sammenfassend angegeben: Kutscher, Diese Zs. Bd. 32, S. 413 (1901). 
— Kutscher und Schenk, Chem. Ber. Bd. 37, S. 2928 (1904) — 
Kutsecher und Seemann, Chem. Ber. Bd. 36, S. 3023 (1903). — 
Kutseher und Otori» Diese Zs. Bd. 48, 8. 100 (1904/05). — Orgel- 
meister, Hofm. Beitr. Bd. 7, 8. 21 (1906). — Zickgraf, Diese Zs. Bd. 41, 
S. 259 (1904). — Seemann, Diese Zs. Bd. 44 S. 229 (1905). 

‘) Firth, Hofm. Beitr. Bd. 6, S. 296 (1905). 
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zu einer Reihe von Substanzen gelangte, die sich dadurch 
kennzeichneten, daB sie frei von basischen Bestandteilen waren, 
Davon soll weiter unten noch die Rede sein. 

Ich stellte zunachst die sog. Oxyprotsulfonsiure nach Maly 
dar und versuchte sie zu charakterisieren. Wenn auch ihre che- 
mische Individualitit starken Zweifeln unterliegt (Bernet), so 
schien es doch interessant, zu erfahren, welche Gruppen dem 
oxydierenden Agens am meisten Widerstand leisten. Bekannt- 
lich wurde sie von Maly so dargestellt, daB in Wasser ge- 
léstes EiweiB mit KMnO, unter Ofterem Schiitteln 3 Tage 
stehen gelassen wurde. Das Filtrat vom Manganschlamm wird 
dann mit Saéure gefallt und gewaschen. Es wurde fiir die hier 
beschriebenen Versuche Casein als Ausgangsmaterial gewiihlt. 

Die so dargestellte und getrocknete Oxyprotsulfonsiiure 
wurde hydrolysiert und zwar mit Schwefelsiure, und die Stick- 
stoffverteilung nach dem bekannten Kossel-Kutscherschen 
Verfahren bestimmt. Es sei hier auf die genaue Wiedergabe 
der zahlreichen analytischen Belege verzichtet und nur bemerkt, 
daB sowohl hier wie bei den anderen in der Folge beschriebenen 
Oxydationsversuchen alle Zahlen durch mehrmalige Kontroll- 
analysen sichergestellt wurden. 

Legt man zum Vergleich die Zahlen der Hydrolyse des 
normalen Caseins zugrunde, wie sie von Osborne und 
Harris?) ermittelt wurden, so ergibt sich folgende Tabelle. 
Die Zahlen bedeuten Prozente vom Gesamtstickstoff des Hydro: 
lysates: 














Oxyprotsulfonsiure Casein 
als NH, abspaltbar . . . . 10,49 10,3 
eT . 12,57 1,5 
Monoamino-N .... . . 56,73 66,0 
RE se Pe 7,47 9,8 
a 3,81 4,5 
oe ae ae 5,76 i _—— 
Summe 96,83 100,1 





1) Jl. Amer. Chem. Soc. Bd. 25, 8S. 323 (1903). 
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Der wesentliche Unterschied in der quantitativen Zu- abe 
sammensetzung gegentiber Casein besteht also darin, da8 der 
sog. ,Humin“-Stickstoff, also der Teil des N, der im Baryt- Hl 
niederschlag bei der Aufarbeitung verbleibt, um mehr als 10°/, | 
angestiegen ist und dagegen der ,,Monoamino“-Stickstoff um 
10°/, herunterging. Der gesamte Basen-N bewegt sich in ahn- 
lichen Grenzen wie beim normalen Casein. Worauf dieser 
Unterschied zuriickzufiihren ist, ist nicht zu sagen. Gortner?) 
fihrt die Bildung des Humin-N hauptsichlich auf die Zer- 
stérung des Tryptophans, Tyrosins und Lysins bei der Protein- 
hydrolyse zuriick. 

Aus den angefiihrten Tatsachen ergibt sich aber als un- 
zweifelhaftes Resultat, daB es nicht nur diese speziellen 
Bausteine des KiweiBmolekils sein kénnen, die die 
Bildung des Huminstickstoffes ausschlieBlich be- se 
dingen. | ki 

Die Erscheinung, da8 bei der Hydrolyse sog. Huminstick- : 
stoff in gréBeren Mengen gebildet wird, wird in der Folge ge- 
radezu als Charakteristikum der Oxydationsprodukte der 
Proteine hervortreten. 

Schon Maly machte die Beobachtung, da8 Verdauungs- oe 
fermente auf die Oxyprotsulfonsiure einwirken. Es wurde das a 
Verhalten des Praiparats gegen Trypsin untersucht, wobei sich 4 
ein weitgehender Abbau konstatieren le. : 

Untersucht man eine Lisung der Oxyprotsulfonsiure 
mittels der Sérensenschen Formoltitration, so findet man, 
daB 5°/, des Gesamtstickstofis als freie Aminogruppen vor- am 
handen sind, Anderseits wurde die Oxyprotsulfonsiure mit Di- 2 
methylsulfat methyliert, wie ich es in friiheren Untersuchungen 
vielfach an Proteinen ausgefiihrt habe.?) Die Anzahl der am 
Stickstoff eingetretenen Methyleruppen wurden dann nach dem 


: 
von Edlbacher, Pregl beschriebenen Herzigschen Mikro- : 
verfahren bestimmt und die N-Methylzahl*) ermittelt. Sie war 4 

') Gortner, Jl. Amer. Chem. Soe. Bd. 37, S. 1630 (1915); Bd. 39, i 
5. 2479, 2784 (1918); Jl. of Biol. Chem. Bd. 26, S. 177 (1917). an 
*) Diese Zs. Bd. 101, S. 278 (1918). [i eee 


‘) Diese Zs, Bd. 107, S. 56 (1919). ; 
9* 
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= 11, das Verhaltnis von N-Methyl: Formolzahl = 2,1. |) 
gleicher Weise wurde mit der Substanz verfahren, die 14 Stunden 
der Trypsinwirkung im Brutschrank ausgesetzt war. Es er- 
gibt sich dann folgende Tabelle: 


Trypsinverdauung der Oxyprotsulfonsaure. 











Zeit in Stunden | Formol-N °/, N-Methylzahl N- Methylzah| 
Formol-N 
os 5 il 2,1 
14 24,3 52,9 21 











Der Quotient war also vollkommen gleich geblieben. 
Dieser Befund bildet einerseits eine neue Bestitigung der von 
mir?) bei einer Reihe von Proteinen gefundenen Gesetzmibie- 
keit, daB das Verhaltnis von methylierbarem N zu formoltitrier- 
barem N wiahrend der Dauer eines hydrolytischen 
Spaltungsprozesses immer konstant bleibt und fiir 
jede Klasse von KiweiBkoérpern spezifisch ist. 

Anderseits wurde in den fritheren Untersuchungen fest- 
gestellt, daB vom Stadium des unverainderten Proteins bis zum 
ersten Zersetzungsstadium der N-Methyl-Formolquotient eine 
sprunghafte Veranderung erleidet. Dieses Verhiltnis spiegelt 
sich in der Oxyprotsulfonsiure deutlich wieder: Durch den 
oxydierenden Einflu8 des Permanganates ist die urspriingliche 
fir Casein typische Gruppenverteilung zerstért worden, und 
das Ferment findet nur mehr das konstante Sekundirstadium 
vor, d. h. es erfolgt sofort eine Aufspaltung in proton- 
artige Komplexe.’) 


Weitere Oxydation der Oxyprotsulfonsaure. 


Durch Fortsetzung der Oxydation erhielt Maly aus der 
Oxyprotsulfonsiiure eine sog. ,,Peroxyprotsiure“. Diese und die 
,DVesaminoprotsiuren* sowie die Kyroprotsiuren wurden be- 
sonders von v. Fiirth*) weiter untersucht. Sie gaben bei 





1) Diese Zs. Bd. 107, S. 76 (1919). 
*) Diese Zs. Bd. 107, 8. 72 (1919). 
a. 
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der Hydrolyse keine Diaminosiuren. AuSerdem wurde von 
Schulz!) Wasserstoffsuperoxyd zur Oxydation herangezogen 
und das so erhaltene ,,Oxyprotein“ stellt eine der Oxyprot- 
sulfonsiure nahe verwandte Substanz dar. 

Ich habe an diese Methode angekniipft und verwendete 
zur Oxydation konzentriertes Perhydrol. 

Oxyprotsulfonsiure aus Casein wurde mit der doppelten 
Gewichtsmenge Wasser und der doppelten Menge konzentriertem 
Perhydrol zun’chst am Wasserbade 5 Stunden digeriert und 
dann 1 Stunde am RiickfluBkiihler gekocht. Am Ende der 
Reaktion war die Chromsiureprobe noch stark positiv und das 
Ausgangsmaterial fast ganz in Lésung gegangen. Diese Lisung 
wurde filtriert, das Filtrat im Vakuum stark eingeengt und 
mit Alkohol und Ather gefallt. Es fiel ein weiBes Harz aus, 
das bald erstarrte und sich zu einem schneeweiBen Pulver ver- 
reiben lieB. Es war ungemein hygroskopisch. Dieses Produkt 
zeigte folgende Reaktionen: positiv war die Biuretprobe wahrend 
die Millon-, Diazo-, Glyoxylsiure und Schwefelbleiprobe negativ 
waren. Diese Verbindung hatte also eine Reihe fiir Casein 
trypische Gruppen verloren. Ein ganz ahnliches Produkt konnte 
durch direkte Oxydation des Caseins mit Perhydrol erhalten 
werden. Es wurde fast genau so verfahren wie bei der Oxy- 
protsulfonsiure. 20g Casein mit 40 ccm Perhydrol Merck und 
40 com Wasser wurden 5 Stunden am Wasserbade digeriert 
und dann 1 Stunde am. Riickflu8kihler gekocht. Die Masse 
quillt zuerst zu einem fast festen Brei, der sich nach etwa 
1 Stunde zu verfliissigen beginnt und stark schiumt; dann tritt 
fast véllige Lésung ein. Nach dem Kochen wurde mit 80 ccm 
Wasser verdiinnt, filtriert, das Filtrat im Vakuum zur Trockne 
gedampft, mit wenig warmem Wasser gelést und mit Alkohol 
und Ather gefallt. Wihrend des Kochens trat ein starker 
Geruch nach Valeriansiure auf. Die Substanz stellt eine fast 


4 farblose weiBe Masse dar, die sehr stark hygroskopisch ist. 


Ausbeute etwa 50°/,. Sie hat folgende Eigenschaften: Ungemein 


| leicht léslich in Wasser, unléslich in Alkohol und Ather; ver- 





') Diese Zs. Bd. 29, S. 86 (1900). 
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diinnte Siuren fallen sie aus der waBrigen Lésung, Sublimat 
fallt nicht, wohl aber Phosphorwolframsiure. 

Die Biuretprobe ist stark positiv, alle anderen Farbreak- 
tionen sind verschwunden. 

Zum Unterschied von dhnlichen bereits dargestellten Ver- 
bindungen habe ich der Substanz den Namen Apocasein ge- 
geben, ohne damit die einheitliche Zusammensetzung behaupten 
zu wollen. 

Im Gegensatz zur Oxyprotsulfonsiure zeigt das Apocasein 
weitgehende Verainderungen. So betrigt z. B. der Formolstick- 
stoff 28,9°/, des Gesamt-N und die Substanz wird durch Pan- 
kreasferment nicht im geringsten angegriffen (Formoltitration, 
Ks wurde dann das Apocasein einer Hydrolyse mit Schwefel- 
siure unterworfen und die Verteilung des Stickstoffes bestimmt, 
AuBer der Verbindung mit Casein wurden die gleichen Ver. 
suche mit Gelatine, Arachin und Clupein ausgefiihrt, 
immer in fast gleicher Weise wie eben beschrieben wurde. 

In der folgenden Tabelle sind die Resultate aller dieser 
Hydrolysen zusammengestellt. Auch hier sei bemerkt, daB alle 
Zahlen durch mehrfache Kontrollen sichergestellt worden sind. 


Zahlen immer in Prozenten vom Gesamt-N ausgedriickt. 














N Apocasein | Apogelatine | Apoarachin | Apoclupein 
Amid-. . . . 20,2 15,8 20,0 2,8 
Humin- ... 11,1 13,3 21,1 11,6 
Arginin- .. . 14,9 22,5 13,0 45,7 
Histidin- . . . — “— 1,1 _ 
BOE gowns) — 3,9 2,0 — 
Monoamino-. . 50,6 44,2 40,2 37,1 

96,7 99,4 97,4 97,2 
Formol- .. . 28,9 — 25,4 11,0 














Die einzelnen Fraktionen wurden nach dem bekannten 
Kossel-Kutscherschen Silberbarytverfahren aufgeteilt und 
die Basen immer als Pikrolonate bzw. Pikrate bestimmt. Vou 
diesen Basensalzen soll spiter noch die Rede sein. 

Bei den drei ersten Proteinen zeigen sich héchst charakteristi- 
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sche Verinderungen. Ungetihr der 5. Teil des ganzen Stickstofts 
ist als Ammoniak abspaltbar. Die Hydrolysate mit H,SO, 
sind tief dunkelbraun gefarbt und enthalten ungemein groBe 
Mengen von ,,Humin“-Stickstoff. Dies ist besonders beim Apo- 
clupein zu bemerken, denn bekanntlich geben die urspriing- 
lichen Protamine nur minimale Mengen Humin-N bei der 
Hydrolyse. Ks beweist dies auch den schon friiher erwihnten 
Befund, daB die von Gortner (a. a.QO.) vertretene Ansicht, 
nach der hauptsachlich das Tryptophan der Hauptstammkérper 
des Humins sein soll, héchstens fiir ganz spezielle Falle zu- 
trefflen kann, denn das Clupein enthilt iiberhaupt kein Trypto- 
phan und doch liefert es nach der Oxydation und Hydrolyse 
11,6°/, Humin-N. 

Sowohl im Apocasein als in der Apogelatine und im Apo- 
arachin ist ungefaihr entsprechend der Zunahme des Amid- 
und Humin-N eine starke Abnahme des ,Monoamino-N“ ein- 
getreten. Ks werden eben vermutlich eine ganze Reihe von 
Aminosiiuren oxydativ desaminiert und das gebildete Ammoniak 
lagert sich salzartig an die entstehenden saueren Gruppen an. 
Auch finden ziemlich ausgedehnte hydrolytische Spaltungen 
wihrend der Oxydation statt, wie die relativ hohen Zahlen 
von Formolstickstoff zeigen. Beim Apoclupein steigt im Gegen- 
sitz zu den anderen Proteinen der Monoaminostickstoff auf 
den ungefihr 4fachen Betrag an. 

Die Werte fir Histidin und Lysin fallen stark ab. 
Wihrend die Argininwerte bei Apocasein, Apogelatine stark 
ansteigen, fallt der Argininwert beim Apoclupein um die 
Hilfte. Die Tryptophan- und Cystinreaktion ist iiberall negativ 
geworden. Es sind also weitgehende Verainderungon eingetreten. 
Alle 4 Apoproteine zeigen aber noch ungemein intensive Biuret- 
reaktion. Die Substanzen erinnern in ihren Kigenschaften teil- 
weise sehr stark an die Produkte, die v, Fiirth bei seinen 
Untersuchungen erhielt, nur waren seine Kérper frei von 
Basen, wihrend unsere Apoproteine alle sich durch ihren 
betrichtlichen, teilweise stark vermehrten (Gelatine) 
Arginingehalt auszeichneten. Die Oxydation mit 
Perhydrol erinnert in dieser Hinsicht an die Vorginge, 
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die beim Reifen der Fischspermien stattfinden: Ks 
werden aus dem Proteinmolekiil die argininreichen Komplexe 
herausgeschalt und dadurch das basenreiche Protamin gebildet, 
Setzt man die Oxydation mit Perhydrol langere Zeit fort, 
und verwendet man gréBere Mengen und ganz konzentriertes 
Perhydrol, so erhalt man zum Schlu8 eine groBe Menge von 
Guanidin (Kutscher, a. a, O.) und es wird fast alles andere 
verbrannt. (Bei diesen Versuchen ist groBe Vorsicht zu emp- 
fehlen, denn es kénnen sehr heftige Explosionen eintreten!\ 
Fiihrt man aber die Oxydation in der oben beschriebenen 
Weise aus, so findet man unter den Spaltprodukten immer nur 
Arginin und kein Guanidin. Das Arginin, das, wie erwihnt, 
als Pikrolonat isoliert wurde, bestand beim Apocasein, der Apo- 
gelatine und dem Apoarachin aus einem Gemenge von 
aktiver und inaktiver Modifikation, wahrend das aus 
dem Protamin isolierte Arginin vollkommen inakti- 
viert worden war. 
Versuche, freies Arginin mit H,O, zu inaktivieren, mib- 
langen, da die freie Aminosaiure aboxydiert wird (Dakin’). 
Nach A. Kossels Untersuchungen mu8ten die Guanidin- 
reste der Argininmolekiile als freistehend im Protaminmolekiil 
angenommen werden. Das gleiche gilt auch wahrscheinlich 
fir die Imidazolreste, die w-Lysinreste und die Indolgruppen. 
Wahrend alle letzteren oder fast alle durch die Oxydation 
eliminiert werden, widerstehen die Guanidingruppen dem An- 
griff des Perhydrols und bleiben zum gréBten Teil erhalten. 
Ein Teil der Argininmolekiile befindet sich aber in 
einer bevorzugten Stellung und wird inaktiviert, beim 
argininreichen Protamin aber ist dieser Unterschied 
in der Stellung der Argininmolekiile verschwunden 
und alles vorhandene Arginin wird inaktiviert. 
Welcher Art diese bevorzugte Stellung ist, soll noch den 
Gegenstand weiterer Untersuchungen bilden. K. Felix?) hat 
auch bereits tiber einen Befund berichtet, der darauf hinweist, 





!) Dakin, Jl. of Biol. Chem. Bd. I, S. 171, 822 (1906). 
2) Diese Zs. Bd. 120, S. 94, 97 (1922). 
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da8 das Arginin mit noch anderen Gruppen als der @-Amino- 
” oder Carboxylgruppe gebunden zu sein scheint. 


Endlich sei nochmals darauf verwiesen, daB beim Apo- 


' clupein die Monoaminosiurefraktion stark vermehrt ist. Man 
' muB hier wahrscheinlich einen teilweisen Abbau der Arginin- 
' molekiile annehmen. (Trotzdem wurde unter den Oxydations- 
_ produkten kein Guanidin gefunden.) 


II. Reduktive Spaltungsversuche. 
(Unter Mitwirkung von K. Erbach.) 
Bei allen derartigen Untersuchungen tritt immer die Frage 


auf, ob es nicht tiberhaupt méglich sein wird, bei verschieden- 
| artiger Aufspaltung des Proteinmolekiils aus demselben Grund- 
_ komplex je nach der Art der Spaltung verschiedenartige Bruch- 


stiicke entstehen zu lassen, 
Ks wurden ja immer nur hydrolytische Spaltungen unter- 


' sucht, die natiirlich alle zu dhnlichen Resultaten fiihren muBten. 
_ Troensegaard?)gebiihrt das Verdienst, als erster systematische 


Studien iiber den reduktiven Abbau der Kiwei8kérper angestellt 
mu haben. Wegen der grundlegenden Bedeutung, die seine 


_ Annahme der Pyrrolstruktur fiir das ganze KiweiBproblem hat, 
' haben wir es im Anschlu® an diese Versuche auch unter- 


nommen, seine experimentellen Angaben einer Nachpriifung 


' 2 unterziehen. 


Wir verwendeten Casein. Es wurde genau so verfahren, 
wie Troensegaard angibt. Im Vakuum scharf getrocknetes 


| Casein wurde mit methylalkoholischer Kalilauge methyliert, 
' dann mit Essigsiureanhydrid und Natriumacetat acetyliert und 


das so gewonnene Acetylcasein in Amylalkohol gelést und mit 
etallischem Natrium reduziert. Das Reduktionsgemisch wurde 
mit Kiswasser gespalten und in die einzelnen von Troense- 


' gaard beschriebenen Fraktionen zerlegt. Uber die genaueren 


Details ist die Originalarbeit einzusehen. 
Die Resuitate stimmten, so weit sie nachgeprift 
wurden, mit den Angaben Troensegaards vollkommen 





') Troensegaard, Diese Zs. Bd. 112, S. 86 (1920); Bd. 127, 8. 187 


(1923), 





138 S. Edlbacher, 


iiberein. Man erhalt durch diese Methode der Proteinspaltung 
eine groBe Menge neuer Abbauprodukte, von denen besonders her. 
vorzuheben ist, daB die Menge der basischen Bestandteile sehy 
stark vermehrt ist. Die Mengen, mit denen wir, den Zeit. 
umstinden entsprechend, arbeiteten, waren zu gering, um 
daraus mit Sicherheit einzelne chemische Individuen zu iso. 
lieren; die qualitativen Priifungen bestatigten aber die at. 
sache, da8 scheinbar heterocyclische Basen gebildet werden, 


Ks schien uns von vornherein als erstrebenswert, iiber die 
Verteilung des Stickstoffs genauere Zahlen zu ermitteln und 
festzustellen, inwieweit noch unveranderte Aminosiduren in den 
einzelnen Fraktionen enthalten sind. 

Aus dem oben genannten Grunde konnte dies nur bei der 
»Proteolfraktion® (D, nach Troensegaard) ausgeftihrt werden, 
die einen relativ groBen Teil der reduktiven Spaltprodukte 
darstellt. 

Dieses Proteol wurde mit Schwefelsiure hydrolysiert und 
in der tiblichen Weise verarbeitet, indem zuerst die basischen 
Spaltprodukte mit Phosphorwolframsaure niedergeschlageu 
wurden. Das Resultat war folgendes: 





N in °/, vom Gesamt-N 














Humin-N. .... . 8,3 
ee 6,4 
Monoamino-N.. . . 51,2 
Basen-N...°.. . 29,3 

95,2 





Die Monoaminosiurefraktion wurde nach E. Fischer ver- 
estert und die Ester im Vakuum destilliert. Die Menge war 
zu gering (einige Gramm), um daraus mit Sicherheit einzelne 
Aminosauren rein darzustellen. Diese Versuche sollen mit 
gréBeren Mengen wiederholt werden. 

Die Basenfraktion des Proteols ergab nach dem Silber- 
baryt-Verfahren nur minimalste Mengen von Hexonbasen: 
der gréBte Teil dieser Fraktion bestand aus basischen Be- 
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standteilen anderer Natur, deren Untersuchung noch aus- 
steht. 

Insbesondere H. D. Dakin’) hat gezeigt, daB die Menge 
der Pyrrolidinverbindungen im EiweiBmolekiil viel betracht- 
licher ist, als man annahm. Dieser Befund ist einer der 
stirksten Stiitzpunkte der Troensegaardschen Theorie. 

Wie weit nun tatsichlich die Pyrrolstruktur Troense- 


'gaards fir das Proteinmolekiil anzunehmen ist, muB noch 
| Gegenstand weiterer Untersuchungen bleiben. 


') Dakin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 44, S. 499 (1920). 








Untersuchungen iiber die Gallensduren. 
XVIII. Mitteilung. 


Zur Kenntnis der Chollepidansaure. 


Von 


Heinrich Wieland. 
(In Gemeinschaft mit Bonifaz Flaschentriger und Albert Rewolle, 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Freiburg i. B.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Dezember 1923.) 


Bei den vielen Versuchen, durch oxydative Kingriffe eine 
schwache Stelle im Gefiige des Gallensiuremolekiils zu finden, 
von der aus weiter vorzudringen war, sind alle zuganglichen 
Substanzen der Gruppe unter wechselnden Bedingungen durch- 
gepriift worden. Wie stark die Wirkung von der Konzentration 
des Oxydationsmittels abhingt, hat sich besonders klar im 
Falle der Desoxybiliansiure gezeigt. Wahrend konzentrierte 
Salpeterséure (D. 1,4) in ruhigem Reaktionsverlauf im wesent: 
lichen Ring If zur Choloidansiure 24C,,H,,0,, aufspaltet, 
neben der gleichzeitig die sog. Pseudocholoidansiure 
2*C,,H,,0,, entsteht, ist schon im Jahre 1919 bei energischer 
Kinwirkung von rauchender Salpetersiure auf Desoxybiliar- 
siure gleichzeitig das Auftreten einer charakteristischen neuel 
Siure beobachtet worden. Da sie in schinen perlmutter 
glainzenden Schuppen krystallisiert erhalten wird, hat man ib 
die Bezeichnung Chollepidansdure (Asaéc, Schuppe) gegeben. 

Diese Séure hat uns wegen ihrer Abstammung aus dew 
iibersichtlichen Molekiil der Desoxybilianséure interessicrt, 
um so mehr, als sie nicht iiber Choloidansiure oder Pseuds- 
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choloidansiure, sondern auf direktem Wege aus Desoxybilian- 


siure entsteht. Die iiblichen Methoden, die wir zur Bestim- 
mung der Zusammensetzung anwenden, — auBer Analyse und 
Titration Darstellung des Methylesters, dessen Methoxylbestim- 


‘mung, Uberfiihrung in die Brenzsiiure, deren weiterer Abbau — 


haben einwandfrei ergeben, da8 die Chollepidansiiure eine 
Pentacarbonsaéure von der Forme! C,,H,,0,, ist. Da ihr ein 


| Kohlenwasserstoff C,,H,, zugrunde liegt, so enthilt sie noch 


2 Ringe; es steht also auBer Zweifel, daB Ring II der Des- 


‘oxybiliansdure, der eine Ketogruppe enthielt, aufgespalten 
‘worden ist. Bemerkenswerterweise ist es hier gelungen 
'3 Kohlenstoffatome im ersten Anprall aus dem Gallensiure- 


nolekiil hinauszustoBen. Kin Blick auf die Strukturformel 
der Desoxybiliansaure (I) lehrt, daB der bisher erforschte Teil 
des Molekiils die Kosten dieses Verlustes nicht voll tragen 


‘kann. Auch die Seitenkette, von der 5 C-Atome durch die 
}Arbeiten von Windaus erforscht sind, mu8 man daran be- 
' teiligen. 


CH, CH 
Pt 3 
(i, OH | 
} IIL | (¢C,H,,-CH-CH,-CH,-COOH 
CH CH 
Pi 
HOOC C—-,;CH, I 
I |,1;| 
CH CO 
sti. il 
HOOC—CH, CH, 
Desoxybiliansiiure 
CH, 
an CH; 
CH, CH | 
| | fou, -CH-coOH 
CH CH 
ite 
HOOC C—COOH I 
| 
CH 
, 
HOOC—CH, COOH 
Ckollepidansaure 


Da die Seitenkette, wie das Formelbild I dartut, nicht 





sum 3 Kohlenstoffatome in der hier erforderlichen Weise mit 
pdem Abschlu8 von Carboxyl verkiirzt werden kann, so ist klar, 
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daB auch an den aufgespaltenen Ringen ein Abbau eingesetz 
haben mub. Die Eigenschaften der Chollepidansiure vertragey 
sich nur mit dem durch II wiedergegebenen Strukturbild. 
muB also die Oxydation die Desoxybiliansiure (I) zu beiden 
Seiten der Carbonylgruppe in 7 angefaBt haben, die dabei al 
CO, eliminiert wurde. Auferdem muB die Seitenkette 2 Kohlep. 
stoffatome verloren haben. 


Bei der thermischen Zersetzung verliert die Chollepidan. 
siure je 1 Mol H,O und CO,. Sie geht dabei in leidlicher 
Ausbeute in eine Ketotricarbonsiure C,,H,,O, tiber, deren 
Struktur sich aus II eindeutig zu Formel ILI ableitet. 


CH, CH, 

Bene CH, Am 

GH, CH | GH GH 

(111) $C,H,,-CH-COOH 1314) |Csths- Coo 

CH CHI GO CH 

Pn lil Fe IV 
ri Co COOH C—COOH 

ie 

CH,—CH—COOH OH,—CH—COOH 


Brenzchollepidansiiure C,,H,,0, 


Die Oxydation der Brenzsiure mit Permanganat {iil 
weiter zum Einbruch in Ring UJ. Unter Verlust von einem 
weiteren Kohlenstoffatom wird eine vierbasische Ketosiiue 
von der Zusammensetzung C,,H,,0, gebildet, die nur iiber 
die nicht isolierbare Ketotetracarbonsaure C,,H,.O, (LV) ent: 
standen sein kann. Unserer Siure kann nur Formel V 

CH, 
Pi 
GH, CH 
| | | c,u1,-c00H 
y COOH CH 
OC 
| 
HOOC-—H,C—CH—COOH 


zukommen. Wir nehmen an, daB das Zwischenprodukt !\ 
als #-Ketosiure die Ketonspaltung erfihrt, der dann oxydativ 
Spaltung zwischen C, und C, nachfolgt. Der Erfolg ver 
sprechende weitere Abbau von V ist vorliufig noch nicht 1 
Angriff genommen worden. 
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Die Darstellung der Chollepidansaure. 


Zur Oxydation der Desoxybiliansiure muB  stirkste 


- rauchende Salpetersaéure (D. 1,52) verwendet werden. Es werden 
_ je 20 g Desoxybiliansiure in 100 ccm rauchender Salpetersiure, 
die sich in einem langhalsigen Rundkolben betindet, auf ein- 


mal eingetragen. Die Reaktion setzt beim Erwirmen nach 
| kurzer Zeit mit groBer Heftigkeit ein, die durch Erhitzen auf 


‘dem lebhaft siedenden Wasserbad méglichst gesteigert wird. 


Nach 20 Minuten ist die Hauptreaktion zu Ende, nach 2 Stunden 
hat die Kinwirkung fast ganz aufgehért. Man setzt nun vor- 


' sichtig 100 com Wasser zu und saugt nach halbtigigem Stehen 


Fin der Kilte den ausgeschiedenen Krystallbrei ab; er wird 


‘mit kaltem Wasser ausgewaschen. Aus einer Portion gewinnt 
»man 7—8 g Rohprodukt. 


Zur Abtrennung der mit entstandenen Choloidansaure 


-benutzt man zuerst die gréBere Léslichkeit der Chollepidan- 
siure in heiBem Wasser (Léslichkeit etwa 1:50, bei der 
Choloidansiure 1:450). Die Rohausbeute von 15 Ansitzen 
; wird in einem groBen Emailletopf mit 6 Liter Wasser /, Stunde 
lang durchgekocht, dann wird siedendhei® auf einer breiten 
Nutsche abgesaugt. Manchmal haben wir die Filtration durch 
einen geraumigen HeiBwassertrichter vorgezogen. Die gleiche 
_Prozedur wird mit dem nicht Gelésten und der Hilfte des 
-cuerst verwendeten Wassers wiederholt. Um schlieBlich die 


letzten Reste der neuen Siure in Lésung zu bekommen, wurde 


alles Ungeliste in der eben nétigen Menge Natronlauge gelist; 


TL RE re ee 


_die auf 2 Liter verdiinnte kochende Lésung wurde mit einem 
kleinen UberschuB siedend heiBer Salzsiiure deutlich sauer 
gegen Congo gemacht und wiederum unmittelbar und rasch 


Viltriert. Was jetzt noch ungelést bleibt, ist nahezu reine 
i Choloidansaure. 


: Die Filtrate haben beim Erkalten in reichlicher Menge noch 
“ucht reine Chollepidansiure ausgeschieden, die man absaugt. 
' Eine durch starkes Eindampfen der Mutterlaugen zu gewinnende 
“oweite Krystallisation wird fir die weitere Operation mit der 
ersten vereinigt. Das Rohprodukt wiegt trocken gegen 100 g. 
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Fiir die véllige Reinigung der Chollepidansiure und dic 
endgiiltige Beseitigung noch beigemengter Choloidansiure dient 
das Verhalten des neutralen Baryumsalzes, sich aus siedend 
heifer Lésung auszuscheiden; da aber seine Lislichkeit bo; 
Temperaturen nicht weit unter 100° bedeutend, bei mittlere, 
Temperatur sehr groB ist, so erfordert die Operation ge. 
eignete Apparatur, sehr rasches Arbeiten und eine gewiss 
Ubung. Wir lésen das oben erhaltene Rohprodukt in feuchten 
Zustande bei mittlerer Temperatur (um 50°), in wenig Wasser 
suspendiert, in der nétigen Menge (etwa 210 g) Atzbarythydrat 
das in etwa 1 Liter warmen Wassers gelist ist. Die Nev. 
tralitat der Salzlésung wird mit Phenolphthaleinpapier gepriift 
Man mu8 darauf achten, daB alle Saure in Lésung gegangen 
ist. Ehe man die Lisung — am besten in einem Emailletop/ 
von 3 Liter Inhalt — zum Sieden erhitzt, hat man eine Sang. 
flasche zu 3 Liter und eine passende Porzellannutsche in einen 
geriumigen Wasserbad auf Siedetemperatur erhitzt. Jetzt wird 
die Baryumsalzlésung unter standigem Umrihren mit einen 
hélzernen Kochléffel zum Sieden gebracht; der steife Brei, der 
entsteht, wird einige Minuten im Strudeln gehalten. Dan 
montiert ein Gehilfe die Absaugvorrichtung, an der nun u- 
verziiglich das Baryumsalz abgetrennt wird. Der Niederschlag 
wird mit einem breiten Spatel dicht gestrichen und zum Schluf, 
ohne daB man nachwischt, samt der Nutsche sofort von der 
Saugflasche entfernt. Er lést sich nach dem Erkalten fast 
restlos in wenig Wasser. Die abgesaugte Lésung wird auf dew 
Wasserbad auf das halbe RaummaB eingedampft und noch: 
mals der gleichen Operation unterworfen. Aus der Lisung 
der vereinigten Baryumsalze wird die Chollepidansadure derart 
in Freiheit gesetzt, daB man nach und nach mit Salzsiure 
ansiiuert und im gleichen Mafe die Temperatur bis schiiel: 
lich zur Siedehitze steigert. Aus der filtrierten Lésu 
krystallisiert die Chollepidansiure beim Erkalten in nahez 
reiner Form aus. Aus den Mutterlaugen l4Bt sich eit 
Nachausbeute durch Einengen gewinnen. Die Gesamtmengt 
betragt 60—80 g, durchschnittlich 25°/, der eingesetztel 
Desoxybiliansiure. 
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In den Mutterlaugen von der Abscheidung des Baryumsalzes ist 
neben Choloidansiiure auch noch ein kleiner Anteil an der neuen Siure 
enthalten. Beim Kochen einer Probe im Reagensglas soll keine Fallung 
mebr eintreten. Ist dies der Fall, dann ist chollepidansaures Baryum 
zu héchstens 10°/) darin enthalten. Denn wir haben festgestellt, daB 
die Baryumsalze der beiden Siuren im Verhiltnis 9:1 unter dhnlichen 
Konzentrationsverhiltnissen die charakteristische Erscheinung eben noch 
zeigen. 

Die Chollepidansiure lift sich aus siedender Salpeter- 
siure (D. 1,4) umkrystallisieren und kommt aus dieser Lésung 
beim Erkalten in perlmutterglinzenden breiten Schuppen, die 
schwer filtrierbar sind und die Veranlassung zu ihrer Be- 


' nennung gegeben haben. ZweckmiBiger krystallisiert man aus 
| der 40 fachen Menge 28proc. oder der 20 fachen 25 proc. Essig- 


siure um und erhalt so die Saure in sternformig angeordneten 


| seidenglinzenden Nadeln, die sich beim Absaugen ebenfalls 


schuppenartig zusammenlegen. Der Schmelzpunkt wird bei 
nicht zu langsamem Erhitzen bei 280° gefunden; dabei zer- 
setzt sich die Substanz unter Briiunung. 


Die Siiure ist wie viele Substanzen der Gruppe sehr schwer ver- 


| brennbar und hat uns durch eine Serie iibereinstimmender falscher Ana- 
 lysen ihnlich wie Biloidansiure eine Zeitlang irregefiihrt. Mit Bleichromat 


im Sauerstoffstrom und bei starker Erhitzung wurden schlieBlich stim- 


_ mende Werte erhalten, die fiir den Kohlenstoff noch durch ,,feuchte 
| Verbrennung“ kontrolliert wurden (Re wolle). 


0,2191 g Substanz gaben 0,4447 g CO, und 0,1355 g H,O. 


0,1884g¢ »  0,3916 g CO, ,, 0,1165 g H,O. 
01892 ¢ »  0,3936 g CO,. 
0,1204g¢ 052512 g CO,. 

C.,H5 90,5 (442) Ber. C 57,01 °/, H 6,79°/, 


Gef. ,, 56,58 56,71 56,76 56,92 ,, 6,85 6,87 


Die vierte Analyse stammt von einem Priiparat, das aus der Meth- 


| oxylbestimmung des neutralen Esters zuriickgewonnen war. 


Titration. 0,0988 g verbrauchten 10,76 cem n/10 NaOH; 0,0904 g 


verbrauehten 10,0 ccm. 


as 42 | - 
Aquivalent (=): Ber. 88,5 °/, Gef. 92 90. 


Die Léslichkeit der Chollepidansiure ist in der Siede- 
) hitze 1:45, in der Kiilte (20°) 1:1000. In Hisessig ist die 
| Siure sehr schwer loslich. 

: Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIV. 10 
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Pentamethylester. 


Das aus der neutralen Natriumsalzlésung in der Hitze 
gefallte amorphe farblose Silbersalz (aus 4,2 g Saéure 8,8 9 
wird, im Hochvakuum bei 65° vollig getrocknet, in der iiblichen 
Weise durch langsames Kintragen in einen kleinen Uberschug 
von Methyljodid in den Ester umgewandelt. Man erwiarmi 
zum SchluB noch kurze Zeit auf dem Wasserbad, destillier 
das nicht verbrauchte Methyljodid, das man wiedergewinnt, ab, 
extrahiert den Silberjodidriickstand mit Ather, den man zur 
Entsiuerung mit verdiinnter Sodalésung ausschiittelt und er. 
halt nach dem Abdunsten des vorher mit CaCl, getrockneten 
Athers den Ester in schoner strahliger Krystallisation. Der 
in allen organischen Loésungsmitteln leicht lésliche neutrale 
Ester wird aus wenig Methylalkohol oder aus Petrolither 
(80—100°) umkrystallisiert. Glinzende, zu Rosetten angeordnete 
Nadeln vom Schmelzp. 102° 


4 Analysen (FI.) lieferten um 0,5—1°/, zu niedrige Werte fiir 
Kohlenstoff, fiir Wasserstoff im Durchsechnitt 7,9°/,. Eine feuchte Ver- 
brennung fiihrte zu dem erwarteten C-Wert. 


0,100 g Substanz gaben 0,2259 g CQ,. 
C.,H,,09 (512) Ber. C 60,949,  Gef. C 61,08%, 


Methoxylbestimmung: 0,1782 g Substanz gaben 0,4086 g¢ AgJ. 
0,2425 g i. » 0,5455g Ag. 
Fiir 5OCH, Ber. 30,27°/, Gef. 29,75°/, 30,25°/, 


Der vierfach saure Ester der Chollepidansaure 
entsteht beim kurzen Einleiten von Salzsiuregas in die siedende 
methylalkoholische Lisung der Saiure. Er kommt beim Er 
kalten fast vollstindig zur Abscheidung und wird aus vel 
diinntem Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 275°. Vou 
der Sure, der er im AuBeren Habitus sehr ahnlich ist, unter 
scheidet sich der saure Ester durch seine viel geringere Léslich- 
keit in heiBem Wasser. 


0,1701 g Substanz gaben 0,3592 g CO, und 0,1139 g H,0O. 
5,671 mg ss, » 11,972 mg CO, and 3,799 mg H,0. 
C,,H,.0,. (456) Ber. C 57,90°, H 70°, 

Gef. ,, 57,60 57,57 4, 7,20 1,49 
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Brenzchollepidansaure. 


Die Séure wird in Portionen von 5 g im Vakuum zum 
Schmelzen erhitzt, dann wird sofort der Brenner vom Hitzbad 
entfernt und bis zur Vollendung der stiirmischen Zersetzung 
die Temperatur etwa eine Stunde lang auf 250—260° gehalten. 
Dann erhitzt man noch '/, Stunde lang auf 270% LEine 
Wigung des vorher tarierten Kolbens ergibt eine Abnahme 
von 17—18°/,, wegen Nebenreaktionen mehr, als dem Verlust 
von je einem Mol CO, und H,O entsprechen wiirde (14°/,). 
Im Hochvakuum liBt sich die Brenzsaéure bei 280° zu einem 
hellgelben Harz iiberdestillieren, jedoch wird dadurch die Aus- 
beute beeintrachtigt. 


Nach beendeter Reaktion wird der Kolbeninhalt durch 
langeres Stehen unter Ather mit diesem Liésungsmittel aus- 
gelaugt. Die Brenzséure C,,H,,O, bleibt ungelést zuriick in 
einer Menge von 25—30°/, der angewandten Chollepidansaure. 
Durch zweimaliges Umkrystallisieren aus 25 proc. Essigsiure 
— die reine Saure braucht die 18fache Menge — wird die 
Brenzsaure analysenrein erhalten. Kleine Wirzchen zentrisch 
geordneter Nidelchen. Schmelzp. 266° Ihr neutrales Baryum- 
salz besitzt die Eigenschaft von dem der Chollepidansiure, in 
siedendem Wasser schwer ldslich zu sein; es ist allerdings 
auch in der Kilte schwerer léslich als jenes. Mit Hilfe dieser 
Kigenschaft kénnen aus dem Inhalt der ‘Aitherischen Extrakte 
der Schmelze noch kleine Nachertrige an der Brenzsiure 
erzielt werden, von der man im ganzen ungefahr 30°/, vom 
angewandten Material gewinnt. 


0,0985 g Substanz gaben 0,2282 g CO, und 0,0605 g H,0. 


0,1640 g 4 ; 09,3790 g CO, und 0,1031 g H,O. 
C,,5H,,0, (380) Ber. C 63,06°/, H 7,36 °/, 
Gef. ,, 63,20 63,05 »» 6,87 7,04 


Titration: 0,1254 g Siiure verbrauchten 9,8 cem n/10-NaOH. 
0,1116 g ) 9 8,7 99 9? 
Aquivalent (FF) Ber. C 127 Gef. 128 128. 


/ 


10* 
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Oxydation der Brenzchollepidansdure zur Saure C,,H,.0,. 


1 g der reinen Brenzsiiure, in 8 ccm n-NaOH gelost, wird 
bei Raumtemperatur mit der Lésung von 1,2 g Permanganat 
in 20 com Wasser versetzt. Die Oxydation setzt ziemlich 
rasch ein. Wenn nach 12 Stunden keine Entfarbung eingetreten 
ist, fiihrt man sie mit einigen Tropfen Hydroperoxyd herbei, 
kocht auf, saugt vom Braunstein ab, wischt mit wenig heibem 
Wasser nach und macht die klare farblose Lésung in der Hitze 
mit konz. Salzsiure eben schwach congosauer. Beim Ansiiuern 
entwickelt sich viel Kohlendioxyd. In der Kilte scheidet sich 
die neue Siure gut krystallisiert aus. Mit einer kleinen Menge, 
die aus der eingeengten Lauge hinzu kommt, wird eine Aus. 
beute von 65°/, erreicht. Aus 25 proc. Essigsiure kommt 
die Keto-tetracarbonsiure in kleinen Niidelchen, die netzartig 
vereinigt sind. Auch aus heibem Wasser (etwa 30 Teile) kann 
die Saure umkrystallisiert werden. Ihr Schmelzpunkt liegt 
bei 234° (unter Aufschiumen). 

0,1366 g Substanz gaben 0,2858 g CO, und 0,0828 g H,0. 

0,2102 g Pa 5  0,4411 g CO, und 0,1262 g H,O. 

C,oH.,0, (400) Ber. C 57,00°/, H 6,50 °/, 
Gef. ,, 57,08 57,22 ,, 6,78 6,71 
Titration: 0,1335 g Siure verbrauchten 13,4 cem n/10-NaOH. 


- 0 
Aquivalent coat Ber. C 100 Gef. C 100 


Aus den Mutterlaugen von der Oxydation der Desoxy- 
biliansiure mit Salpetersiure zur Chollepidansiure sind neben 
Pseudocholoidansiure noch zwei gut krystallisierte neue Siuren 
isoliert worden. Die eine, die sich von der Chollepidansiure 
durch gréBere Léslichkeit in Wasser unterscheidet, hat auch 
ein in hei8em Wasser lésliches Baryumsalz, die andere scheint 
ihrem ganzen Habitus nach weiter abgebaut zu sein und 
zeichnet sich durch ihre besonders schéne Krystallisation aus. 
Das Studium dieser beiden Siuren wird gelegentlich zum 
AbschluB gebracht werden. 











Untersuchungen iiber die Gallensauren. 
ich XIX. Mitteilung. 


Uber die weitere Oxydation von Brenz-desoxybiliansaure. 
Von 


Heinrich Wieland und Werner Mothes. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Freiburg i. Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Dezember 1923.) 


Nachdem der Abbau des Gallensiiuremolekiils von der 

| Cholsiure und von der Desoxycholsiure her auf der Stufe der 

; [— Biloidansiure C,,H,,0,, (III) eine in der Konstitution dieser 
widerstandsfahigen Verbindung liegende Hemmung erfahren 

' hat}), haben wir die weiteren Versuche auf die Diketodicarbon- 

| siure C,,H,,0, (II) zuriickverlegt, die schon friiher aus Brenz- 





x): JF desoxybiliansiiure (1) durch Oxydation mit Permanganat in 
; y vd 5 
ben JF clatter Umsetzung erhalten worden war.?) 
ire) 
CH, CH, 
uch CH, CH H,Ci3 11CH 
— a | 0,,th.-COOH nM | CygHis-COOH 
eint _ CH CH OC: 10CH , 
i- File all I] al it 
ute =8=636co) 6 —cR, 0—,CH, a 
on CH.—-CH CO >CH :CO i 
zu ag g 41-Ni- ; 
CH, HOOC—OH, CH, S 
“# 


ae atcbaniee Pie & 


') Diese Zs. Bd. 123, S. 213 (1922). 
’) Diese Zs. Bd. 108, S. 298 (1919). 
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C,,H,)* COOH 
HOOC: 10CH 
III al 
(3—- CH, -COOH 
7 


| 8 


5CH 
s 2 ee 
HOOC—CH, COOH 


Zahllose Versuche, gemeinsam mit O. Schlichting und 
zum Teil auch mit F. Thérle, die nahezu an dem gesamten 
bisher vorliegenden Material unternommen worden sind, um 
auf dem Wege der energischsten Oxydation an den noch un- 
erschlossenen Ring IV heranzukommen, sind vollkommen er- 
folglos geblieben. Sobald Ring III wie bei der Biloidansiure 
unter Bildung zweier Carboxylgruppen aufgesprengt ist, ist 
Kohlenstoffatom 9, die Schliisselstellung fiir den unerforschten 
Teil des Molekiils, gegen jeden weiteren Angriff gedeckt. Von 
der Siure C,,H,,O, (Formel I) aus konnte man dagegen unter 
Umstiinden eine Offnung von Ring III zwischen 1 und 9 er- 
hoffen und dadurch C, freilegen. Allein auch hier ist die 
Reaktion nicht im gewiinschten Sinne vor sich gegangen. Ob- 
wohl wir die Oxydation mit Permanganat bei 70° durchfiihrten 
fand nicht der erwartete tiefer gehende Abbau statt. Wir 
isolierten zwei neue Siuren mit unverminderter Kohlenstoff- 
atomzahl. Die eine, die eingehend untersucht wurde, hat die 
Zusammensetzung C,,H,,0,,. Sie ist vierbasisch, enthilt noch 
zwei geschlossene Ringe, nimlich II und IV und auBer den 
4 Carboxylen 2 Ketogruppen. Die eine von diesen befindet 
sich in @-Stellung zu einer Carboxylgruppe, denn unter der 
Wirkung von warmer konzentrierter Schwefelsiiure wird Kohlen- 
oxyd abgespalten. Die sichere Entscheidung iiber die Konsti- 
tution der neuen Saure brachte ihre Oxydation mit Salpeter- 
Schwefelsiure, durch die sie glatt in Biloidansdure (III) 
iibergefiithrt wurde. Mit der Formel IV stehen Bildungsweise. 
Eigenschaften und diese Umwandlung in gutem EKinklang. 

Wie aus den Formeln IV und V zu ersehen ist, ist die neue 
Siure nicht nur formal, ihrer Zusammensetzung nach, das nachst 
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HOOC H,C 
12 pe SI 
HOOC i1:1CH HOOC:1s 11CH 
| | } c,oth,-COOH | | C,H. COOH 
OC i0CH HOOC—OC_  i10CH 
, has 4 i 
iN (<—-CH, \ cn, 
| | | | 
CH CO HOOC CH CO 
HOOC—CH, GH, CH, CH, 


Norciliansiure C,,H3,0,, Ciliansiure C,,H;,0,, 
niedere Homologe der Ciliansiure, sondern diese Beziehung besteht 
auch konstitutionell, indem die Carboxylgruppe an 13 in der 
Siure C,,H,,0,, auf 12 zuriickgeschoben ist. Die Bezeichnung 
Norciliansaure ist daher wohl begriindet. Wir erinnern daran, 
daB auch die Ciliansiure durch kriftige Oxydation zur Biloidan- 
siure abgebaut worden ist’), ein untriigliches Zeichen fir die 
Labilitét der CH,-Gruppe an 12, die bei der Diskussion der 
Resultate der nachstehenden Abhandlung von Bedeutung sein wird. 
Die Bildung der Norciliansiure durch Oxydation der Diketodi- 
carbonsiure C,,H,,O, (Il) durch Permanganat stellt den in der 
Gruppe der Gallensiuren bisher — und anscheinend auch sonst — 
unbekannten Fall einer Ringéffnung abseits von der CO-Gruppe dar. 
Kin letztes Bedenken gegen die im iibrigen wohl fest be- 
grindete Struktur der Biloidansaure (I), ist durch deren jetzt 
aufgefundene Beziehungen zur Norciliansiure beseitigt. Wahrend 
wir némlich Brenzdesoxybiliansiiure (I) schon vor langerer Zeit 
mit rauchender Salpetersiure zur Biloidansiure oxydieren 
konnten, findet dieser Ubergang von der Diketodicarbonsiure II 
aus weder unter diesen Bedingungen, noch auch mit Salpeter- 
Schwefelsiure statt. Auch bei sehr vielen Versuchen (vgl. die 


4 folgende Mitteilung) wurde niemals Biloidansdure angetroffen. 


Nachdem wir jetzt die Diketosiiure iiber die Norciliansaiure 
in Biloidansiure umgewandelt haben, in einer Reaktionsfolge, 


die sich haarscharf unserer bisherigen Strukturableitung einfiigt, 
miissen wir den Grund fiir die héchst auffallende Verschiedenheit 
: der Reaktionsweise der beiden einander so nahestehenden Sauren 
_ inVerhiiltnissen suchen, die in der nichsten Abhandlung behandelt 
4 werden. Als beachtenswert ergibt sich jedenfalls die hohe Empfind- 





') Diese Zs. Bd. 123, S. 214 (1922). 
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lichkeit, mit der der groBe Bau des Molekiils auf scheinbar 
geringfiigige Anderungen anspricht und die bei der Auswertung 
der experimentellen Ergebnisse stets zu gréBter Vorsicht mahnt. 
Neben der eingehend untersuchten Norciliahsiure haben 
wir unter den Oxydationsprodukten der Diketodicarbonsiiure 
C,,H,,0, mit Permanganat eine zweite Saiure der Zusammen- 
setzung C,,H,,0,, angetroffen, die durch ihr schwer lésliches 
Natriumsalz von der isomeren getrennt werden konnte. Wir 
muBten uns mit der Untersuchung des gut krystallisierten 
Salzes begniigen, da weder Siure noch Kster krystallisieren 
wollten. Auch diese zweite Saiure ist eine «-Ketosiure und 
vierbasisch, auch sie wird durch weitere Oxydation, und zwar nur 
mit Chromsaure, in Biloidansaiure iibergefiihrt. Die Isomerie 
der beiden Saiuren kann auf Grund dieser Ubereinstimmung 
wohl kaum anders gedeutet werden als durch die Annahme, 
daB Ring III nach vorhergegangener Oxydation der Methylen- 
gruppen in 13 und 12 zwischen diesen beiden C-Atomen ge- 
éffnet worden ist. Wir kommen damit zur Formel VI {fiir 
Iso-norciliansaiure, aus der die Umwandlung in Biloidan- 
siure (III) ebenso durchsichtig hervorgeht, wie dies oben fiir 
die gleiche Reaktion der Norciliansiure ausgefihrt wurde. 
Ein scharfer Beweis fiir die Zuteilung der beiden Formeln [\ 
und VI an die beiden isomeren Sauren ist natiirlich nicht er- 
bracht; sie kénnten unter Umstiinden auch zu vertauschen sein.’ 


CO 
in 
HOOC CH 


| } cygHis COOH 
HOOC CH 


VI ho 
C——CH, 


| | 

HOOC CH CO 
Peg 
H, CH, 


Iso-norciliansiure C,,H3.0;9 





1) Anmerkung bei der Korrektur: Wir halten dies sogar fiir wahr- 
scheinlich, da die Séiure der Konstitution IV, die der Diketodicarbon- 
siure II nahe steht, dieser Analogie wegen durch Salpetersiure ebenso- 
wenig wie sie zu Biloidansiure oxydierbar sein wird (vgl. dazu S. 151 
und XX. Mitteilung, dieses Heft S. 154), 
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Die Oxydation der Diketodicarbonsaure C,.H,,0,. 


18 g reiner Siure werden, in 90 ccm n/1-NaOH gelést, 
bei 60° im Verlauf von 2 Stunden mit 54g Permanganat 
oxydiert, die in etwa der sechsfachen Menge siedenden Wassers 
gelést und jeweils vor der Zugabe auf 50° abgekiihlt werden. 
Wenn die rote Farbe verschwunden ist, wird heiB vom Braun- 
stein abgesaugt, dieser ausgewaschen und hierauf die ganze 
eingebrachte Alkalimenge mit 80 ccm 5n-Salzsiure gebunden. 

Nach einiger Zeit, manchmal erst nach 2—3 Tagen, scheidet 
sich das Hauptprodukt der Oxydation, die Norciliansdure 
aus, nicht selten zuerst als Ol, das aber nach und nach er- 
starrt. Wenn dies erfolgt ist, wird die Saure, die so zu 20 
bis 35°/, der eingesetzten Diketosiure gewonnen wird, ab- 


| gesaugt, gewaschen und einige Male aus wenig heiBem Wasser 


umkrystallisiert, in dem sie spielend léslich ist. Bei langsamem 


' Abkihlen erscheint sie in langen schneeweiBen seidenfeinen 


Nadeln, die zu Biischeln angeordnet sind. Die Siure hat, ob- 
wohl sie absolut einheitlich ist, keinen scharfen Schmelzpunkt. 


' Er liegt bei 122° (unter Zersetzung), aber schon lange vorher 
| ist deutliche Sinterung wahrnehmbar. Hydratwasser enthilt 
_ die Siure nicht, sie scheint aber schon bei ziemlich tiefer 
' Temperatur zersetzt zu werden. Zur Analyse wurde die Sub- 
| stanz bei 35° und 0,5 mm Druck zur Konstanz getrocknet. 


0,1424 g Substanz gaben 0,3064 g CO, und 0,0883 g H,O. 
0,1227¢ , 0,2650g CO, ,, 0,0784 g H,O. 
C,,H,0,, (468) Ber. C 58,90 %, H 6,83 °/, 

Gef. H 58,70 58,92 H 6,93 7,15. 
Titration: 0,1580 g verbrauchten 12,66 cem n/10 NaOH. 


Le 468 : 
Aquivalent | =| Ber. 117 Gef. 125. 


q Norciliansiure ist spielend léslich in Ather, Hisessig und 
_ Alkohol, Die waBrige Lésung blaut stark Congopapier. Ihr 
: neutrales Baryumsalz ist in kaltem und heiBem Wasser leicht 
| loslich, ebenso ihr saures Natriumsalz. Dagegen bildet sie ein 
' gut krystallisiertes saures Baryumsalz, das auch zur Reini- 
' sung und Abscheidung der Siure aus wiBrigen Mutterlaugen 
| benutzt wurde. 


So Sy Re apc Rate actin, Si gine Sa eee 
e Spar ee sin ae 
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Zu seiner Darstellung in analysenreiner Form wurde 1 ¢ 
der Saure in 7 ccm 2n-Natriumacetatlésung gelést und in der 
Hitze mit 6 ccm n-BaCl,-Lisung versetzt. Beim langsamen 
Erkalten kommt das saure Baryumsalz in farblosen, aus Prismen 
bestehenden Krystallbiischeln heraus. Das Exsiccator-trockene 
Salz verlor, im Hochvakuum bei 100° getrocknet, 1,23 °/, H,0, 
ber. fiir 1/, Mol. 1,46%. 

0,1456 g verbrauchten zur Neutralisation 4,75 ecm n/10 NaOH. 

Aquivalent fiir C,,H,,0,,Ba Ber. 301,5 Gef. 306,5. 


Aus der titrierten Lésung wurde durch Sodazusatz das 
Baryum heiBb gefallt, das abfiltrierte Baryumcarbonat wurde durch 
Titration mit n/10-HCl bestimmt. Verbraucht wurden 4,63 ccm 
entsprechend den oben verbrauchten 4,75 com n/10-NaOH). 

Fiir die Formel Ber. Ba 22,7 °%/, Gef. 22,4 °/,. 

Aus der Zusammensetzung des Baryumsalzes geht ein- 

wandfrei die Formel der Siure hervor. 


Neutraler Methylester der Norciliansaure. 


Die Lisung der Siiure in absolutem Ather la8t man zu 
einem UberschuB von itherischer Diazomethanlisung tropfen, 
wobei unter stiirmischer Stickstoffentwicklung sofortige Um- 
setzung erfolgt. Nach zweimaligem Ausschiitteln mit verdiinnter 
Sodalésung, die wenig sauren Ester aufnimmt, und kurzem 
Trocknen mit Chlorcalcium wird der Ather verdunstet, der 
Riickstand erstarrt alsbald zu strahlenférmig angeordneten 
Krystallnadeln. Zur Analyse wurde der Ester zweimal aus 
Methylalkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 1838—139° In den 
meisten organischen Liésungsmitteln ziemlich leicht léslich. 

0,1723 g Substanz gaben 0,3915 g CO, und 0,1184 g H,O. 


0,1291g ,, » 02927g , 4 0,0906¢ ,, . 

0,1466 g = »  (Zeisel): 0,2687g AgJ. 
Co;H4,019 (524) Ber. C 61,8, H 76%, OCH, 23,3", 
Gef. ,, 61,99, 61,85 —,, 7,69, 7,85 28,75. 


Mikromolekulargewichtsbestimmung nach Rast: 
0,387 mg Substanz in 3,130 mg Campher gaben 4 = 9,6°. 
0,400 mg mn » 2,14 mg a A = 14,7*. 


” 
Molekulargewicht Ber. 524 Gef. 505, 508. 
Bei der Priifung des Esters auf reaktionsfahigen Wasser- 
stoff nach Zerewitinoff wurde keine Spur Methan entbunden. 











41n- 


zu 
fen, 
Jm- 
iter 
Le 

der 
tel 
aus 


den 


ser: 
den. 





Untersuchungen iiber die Gallensiuren. 155 


Dagegen lieBen sich die beiden Ketongruppen durch Dar- 
stellung des Semicarbazons der Siure festlegen. 0,5 g Saure 
wurden in 5 ccm 2n-Natriumacetatlésung mit 0,8 g Semicarb- 
azidchlorhydrat 5 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Beim 
Erkalten scheidet sich das Semicarbazidsalz des Disemicarbazons 
teilweise als hellgelbes Harz aus, das durch Digestion mit 
verdiinnter Salzsiure zerlegt werden kann. Das analysierte 
Priparat wurde aus der Loésung durch HCl als farbloser 
flockiger Niederschlag gefallt. 

0,1286 g Substanz gaben 16,2 com N (18° und 743 mm). 

0,1278 ¢g ‘ » 15,8 ccm ,, (19° ,, 743 mm). 

C.5H5,0,oN, (582) Ber. N 14,43°/,  Gef. N 14,44, 14,13%,. 

Bei der Reaktion mit konz. Schwefelsiure, die bei 70° 
ausgefiihrt wurde, spalteten 0,3651 g Norciliansiiure mit 4 ccm 
H,SO, in 11/, Stunden 15,6 com Kohlenoxyd ab (21° und 
728 mm), red. 14,0 ccm. Berechnet fiir 1 Mol CO 16,9 ccm. 

Die thermische Zersetzung brachte kein positives Ergebnis. Es 
fel uns auf der hohe Betrag des Abspaltungsverlustes (beim Erhitzen 
auf 240° 22—23°/,, davon nur 5°/, CO,). Bei 310° betrug der Gesamt- 
verlust 30,779/,. 


Oxydation der Norciliansaure zur Biloidansaure. 


1. Mit Chromtrioxyd. 1g Norciliansiure wurde in 
30 com 2n-Schwefelsiure mit 1,2 g CrO, im siedenden Wasser- 
bad oxydiert. Nach einiger Zeit beginnt schon in der Hitze 
das Oxydationsprodukt sich auszuscheiden, nach 4 Stunden ist 


‘de Reaktion zu Ende. Es werden 0,53 g Biloidansiure ab- 


fltriert, die aus Essigsiure umkrystallisiert in jeder Hinsicht 


/mt einem Kontrollpriparat identisch waren. Analysen unten. 


Durch einen besonderen Versuch wurde festgestellt, daB 


}etwas mehr als 1 Mol CO, abgespalten wird. 1,0422 ¢ ver- 
vloren 0,111 g CO, = 10,65°/ 


ber. 9,4°/,. 


/0? 


: 2. Mit Salpeter-Schwefelsiure. 0,5 g Norciliansiure 
wurden mit einer Mischung von je 2 ccm konz. HNO, (1,42) 
und H,SO, zuerst bei 50°, nach MaBigung der Reaktion im 
siedenden Wasserbad zur Reaktion gebracht, im ganzen 2 Stunden 
lang. Nach dem Erkalten wurden 5 ccm Wasser zugegeben, 
/wodurch die Ausscheidung der Biloidansiiure vervollstandigt 


156 Heinrich Wieland und Werner Mothes, 


wurde. Ausbeute 0,12 g, die, aus 50-proc. Essigséure un- 
krystallisiert, ein vollkommen reines Priparat vom Zersetzungs- 


punkt 229° lieferten. 

Unter diesen Bedingungen wird der gréBte Teil des 
Materials weiter oxydiert. Bei einer quantitativen CO,-Be. 
stimmung erhielt man aus 0,9992 g Norciliansiure 0,3302 ¢ 
CO, = 33,07°/,, das sind 3,6 Mol CO,. 

Mit Salpetersiiure allein (D. 1,42 und 1,52), die Norciliansiiure seli 
heftig angreift, haben wir in 2 Versuchen keine Biloidansiure erhalten 
kénnen, mit der rauchenden Siure bekamen wir einmal beim Einengen 
der mit Wasser verdiinnten Lésung im Exsiccator die igelartig geballten 
Krystalle einer Siiure, die aus heiBem Wasser umkrystallisiert, bei 222° 
(u. Zers.) schmolz und sich auf ein Aquivalent von 114,5 titrierte. Sie 
ist nicht niiher untersucht worden. 

Wir bringen noch die Analysen der durch Oxydation vou 
Norciliansiure gewonnenen Biloidansiure (Hermsen). 


5,817 mg Substanz gaben 11,512 mg CO, und 8,542 mg H,O. 


2,817 mg = “i 5,611 mg CO, ,, 1,786 mg H,O. 
3,672 mg - ‘ 7,266 mg CO, ,, 2,310 mg H,O. 
C,.H,.0,. Ber. C 54,10°/, H 6,56°/, 

Gef. ,, 54,00, 54,30, 53,98 6,81, 7,10, 7,04. 
Titration: 0,0838 g Siure verbrauchten 10,04 cem n/10-NaQOH 
Aquivalent. Ber. 81,3 Gef. 83,5. 


Um alle Méglichkeiten des Nachweises zu_ erschépfen. 
wurde schlieBlich noch aus beiden, nach 1. und 2. gewonnenen 
Praiparaten das -Biloidansiiurehydrat dargestellt und durch 
alle EKigenschaften und Schmelzp. zweifelsfrei identifiziert. 


Uber Iso-norciliansaure. 

Die saure wiBrige Mutterlauge, aus der die Hauptmenge 
von Norciliansiure isoliert ist, wird im Vakuum bei etwa 40’ 
auf ein Volumen von 100 ccm eingeengt; dabei kommt eit 
hellgelbes zaihes Ol zur Abscheidung, das auch bei langerew 
Stehen nicht krystallisieren will. Man gieBt die iiberstehende 
Lisung ab — sie gibt bei der Extraktion mit Ather noch 
betriichtliche Mengen Oxalsiure und harzige Siuren — wiischt 
einmal mit wenig Wasser nach und lést dann den Riickstand 
in der Hitze in 2n-Natriumacetatlésung. Bei einem Ansat? 
aus 122 ¢ oxydierter Diketodicarbonsaiure wurden 40 g Ritck- 
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stand erhalten, die in 160 ccm Acetatlésung gelést wurden. 
Beim Erkalten krystallisiert das saure Natriumsalz der Iso- 
norciliansiure in feinen Nadeln aus (3,7 g)}. Durch Um- 
krystallisieren aus heiBem Wasser wird es farblos und vdllig 
rein erhalten. 

0,1487 g (im Hochvakuum bei 120° getrocknet) verbrauchten 
9.08 eem n/10-NaOH. 

Fiir das dreifach saure Salz C,,H;,0,, Na: 

Aquivalent: Ber. 163 Gef. 164. 

0,1672 g Substanz gaben 0,0224 g Na,SQ,. 

Ber. Na 4,7°/, Gef. Na 4,34°/,. 

Die Abspaltung von Kohlenoxyd erfolgte genau wie bei 
der Norciliansiure. 0,2022g gaben mit 3ccm H,SO, in 2 Stdn. 
8,9 com CO (22° und 742 mm) ab, red. 8,04ccm. Ber. 9,06°/,. 

Die freie Siure, die in Ather leicht léslich ist, war nicht 
zur Krystallisation zu bringen. Auch die Veresterung mit 
Diazomethan, die augenblicklich vor sich ging, gab uns kein 
krystallisiertes Produkt. Der neutrale Ester ging zwar im 
Hochvakuum bei einer Badtemperatur von 280—300° fast 
restlos tiber, blieb aber auch dann Glig. 

Oxydation zur Biloidansiure. 0,5 g des sauren Salzes 
wurden mit 0,6 g CrO, in 15 ccm 2 n-Schwefelsiiure 6 Stunden 
lang im siedenden Wasserbad oxydiert. Nach einigen Stunden 
schon beginnt die Biloidansiure auszukrystallisieren. thr 
Schmelzpunkt wurde nach der Reinigung aus 50-proc. Essig- 
siure bei 230° (unter Zers.) gefunden. Der Mischschmelzpunkt 


mit einem Kontrollpriparat lag bei der gleichen Temperatur. 


Die Identifizierung wurde durch Darstellung der Hydratsaure 
vervollstiindigt. 





Bei der Oxydation der Diketodicarbonsiure C,,H,,0,, 
deren Ergebnisse hier behandelt sind, wurden auBer den beiden 
untersuchten neuen Siuren noch in bedeutender Menge Oxal- 
siure, Bernsteinsiure und Kohlensiure festgestellt, daneben 
noch héhere Siuren, deren Aufklirung nicht gelang. Eine 


' quantitative Bestimmung der abgespaltenen Kohlensiiure ergab 


ungefahr 2 Mol. 
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Uber Porphyrine aus Blutfarbstoff. 
Kurze Mitteilung. 
Von 


Arno Papendieck. 





(Aus dem chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendor', 


(Der Redaktion zugegangen am 138. Januar 1924.) 


Nachdem O. Schumm durch Einwirkenlassen yon 
rauchender Salzsiure auf Blut, das einen oder mehrere Tage 
in verschlossenen GefiBen gestanden hatte und dann fast aus- 
schlieBlich sauerstoffreies Himoglobin enthielt, die Bildung 
reichlicher Mengen chloroformléslichen Porphyrins beobachte: 
hatte’), wurden im hiesigen Laboratorium Versuche angestellt 
mit Blut, das durch Hindurchleiten verschiedener Gase, z. B. 
Kohlenoxyd, Kohlendioxyd*), Schwefelwasserstoff*), von Sauer- 
stoff befreit war. Auch dabei konnte durch Behandlung mit 
Salzsiure sehr ergiebige Porphyrinbildung erzielt werden. 

Kine genaue analytische Bearbeitung dieser Porphyrine 
ist im Gang; iiber einige vorliufige Ergebnisse will ich hier 
kurz berichten. 

Wegen der leichten Zuginglichkeit und der verhiltnis- 
maiBig hohen dabei zu erzielenden Ausbeuten habe ich mii 
der Bearbeitung des Porphyrins aus ,,Schwefelwasserstoffblut’ 
begonnen. 





1) O. Schumm, Uber Porphyrinbildung aus Blutfarbstoff, Diese Z» 
Bd. 132, S. 34 (1924). 

*) 0.Schumm, Uber Porphyrinbildung aus Fleisch, Diese 7: 
im Druck. 

’) P. List, Uber Porphyrinbildung aus Schwefelhimoglobin, Dies 
Zs. im Druck. 
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Das Porphyrin wurde ebenso, wie von P. List") niher 
heschrieben, durch Hinzufiigen von rauchender Salzsiure zu mit 
Schwefelwasserstoff gesittigtem Blut hergestellt. Die intensiv 
weinrote Lésung, die noch in starker Verdiinnung das Porphyrin- 
Siurespektrum zeigte, wurde mit Soda neutralisiert und mit 
Kssigsiure schwach angesiiuert, wobei der gesamte Farbstoff 
zusammen mit Hiweif) ausfiel. Der Niederschlag wurde ab- 
filtriert und bei etwa 60° getrocknet. Durch Verreiben der 
trocknen Masse mit Chloroform, dem durch Schiitteln 2 Volum- 
prozente 25 °/, iger Salzsiure beigemischt waren, wurden dunkelrot 
sefarbte Liésungen erhalten, die ebenfalls das Porphyrin-Siure- 
spektrum zeigten. 

Nach dem Abdestillieren des Chloroforms hinterblieb ein 
reichlicher Riickstand, den ich in 1°/, Chlorwasserstoff ent- 
haltendem Methylalkohol léste und durch 1/,stiindiges Kochen 
am RiickfluBkihler veresterte.*) Das Veresterungsprodukt war 
in n/10-Kalilauge unléslich, dagegen léste es sich spielend in 
Chloroform, Durch KingieBen einer konzentrierten Chloroform- 
lésung des Esters in siedenden Methylalkohol*) erhielt ich den 
Kster krystallisiert in Gestalt von derben prismatischen Siulen. 
Das 3mal umkrystallisierte Produkt zeigte einen scharfen 
Schmelzpunkt bei 221° (unkorr.). 

Die Untersuchung der aus Blut bzw. seinen oben an- 
gegebenen Umwandlungsprodukten durch Salzsiurespaltung er- 


: halthichen ,,Porphyrine“ méchten wir dem hiesigen Laboratorium 
| vorbehalten. 


) a. a. O. 
*) W. Kiister u. P. Deihle, Diese Zs. Bd. 86, S. 54 (19183). 
) Nach dem Vorgange von H. Fischer. 





